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regjulan la sxpresion genica durante la diferenciacion de E.

. . 7 o

insadens; Tambien podria emplearse para analizar con detalls los
. ; & & .

mecanismos de contrel de la expresisn genica durante el enguis-—

tamiento de E. invadens. gue constituye un modelo de estudioc de

- . - 4 . -
diferenciacion celular relativanmente simple.
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2 SASICA DE LA4AS RMNA FPOLIMERSDATR

3 GG coltuerasa SO 13 Tacterias estudgiadas hnasia 2naors =S5
N o leEnTins COD ESUruUCtura custErnavila complisels: Su Deso
mnlacular 23 da 300 COo U A ezni'zam;uesta DoP Wn nwclzo v
varims faciorss S1 ndoles de RNA polimerasa de Escherichia colil

F & =

2asta copnamets Doy cuabyroc subunicadss (orotonerost dos aita.s wuna
oeTa VvV ounz beta mrims La selz orima tisnme win Dess felecular
AITINITmASE S (e G0, ze 1EC QOO la behta v de 40 GO0 cadas wna d=
L5s Cagenss slfa sl6. 35—-41:

- - = e S = i - - oy TN e = - - - Py 3% o -
Lzs isoenzimss 232 1l RMA polimsrass a2 1os ordaniswmcs

BRsSLa ahors estuziagss,. sstan formnadas oor un

moiacuiar aito (120 000 a 24C Q02) iss restaniss tiensn un $esoc

2.3, FACTORES DE CONTRDL DE LA TRANSCRIFCION GENICA.
e /. AR /
Zi Tunficnamiants especifico d= la RNA golinerasa esta

= . . ) ” " o - .z . . 2
s 5! g2l sitic de INiCLlaoion, Jus elaercen distinta accion soore
- - ' . .’ __
ia eficiercia v/o sslectividad de la transcripcion (15, 45-533,

pendientamente en los laboratorios de J. Banerij y F. Chambon, en

T e S _ - GCd B . ! .
1927, v posteriormente en otros (46, 54-E7); ii’ wnion reversible

_’ : ’ A
de proteinas al DNA como! las proteinas nucleares acidicas invo-



o2, astimuian o inhiben la transcrioccion (B3—-E52! iv)

. 3 A wo O , ’ " - . se- ; \ o e -
agniscion Se polipsziidos al nucizo de la AMNA polimersea, (12,20
£6-71) s& han descrits wun gran ndmers de ellos, mencionaremos al-

i

OUNEs mads adelante! v hormonas ssteroideas v no estevol

13

virtualmenia iodas las hormonas harn sido implicadas en esia fac

. A 4 4 ’ il
ta de regulacion incluyvends aguellas oque actdsn via AMPe v GMPe,
om0 medizdores intracelulaves (15,72-773: vi} ieones fetalicos;

cations

]

divalentes como Mn++, Mo+, Cas++, Zn+d, gque intervienen
comd &ttivadores (10,28 v iones de metales pesados Pl Cder
que actidan como 1nh Sidores o represores transcripcionales: en
las secusncias de DNA humans vy de vatdn pars metalotionelna

(46,78), vy en DNA ds timo de ternsra vy del fago T-4.

0

2040 PEPTIDOS REGULADCHES AZDCIAD AoLAa RMNA POLIMERASA,
N L . ¢ = . . - f

La iniciacion d= la transcripcion en sitios especificos es
indudablemante un pass clave en =! control de la sintesis dSel RMA
MENSajers eucarictics! para su estudio se han desarrollads siste-
. - « . ’, . e .
mas e transcripcion in vitveo muy diversos, estos son mas diffci-
les de manipular gue 1os sistemas bacterianoss porgue la sficien-—
) s s e . ¥ 5 . u - b . O, .,
cia de iniciacion transcripcional in vitro de celulas sucaridti-

cas es menar gue la de las bacterias. La eficiencia transcripcecio-

= M o i . ;
nal de cflulas esucaridticas en modelos in vitro puede mejorarse
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celitlisres de celulas
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Hela se encontracon factores proteicos estimualadores vwo selsc-

. y o ‘ . ¢
Cionadores de promotores durante 1as iniciascic
e

i

de la transcrip-

lejos de pre—ini-

=ty

cion (52,82-81.72); esios factoves farman oom

L3

‘D

. X i % o ,
cracion estabies con la region oromotora v assguran una adecuas

H 5 . a 5 . = N y & 3 " . .
v eficiente iniciacion Zg la transcripocion, faiss faciores san

muy diferentses a los de los procarioctes.
7 [

¥ % & - ' .
En procarictss la actividad odnica ademss ds ser rsgutadsa

4

nivel de iniciacidhn de la sintesis de RNA puede ser combrolada
madiante aoduliascidn de la terminzcicn oe ia transcripcidﬁ z tra-
ves da- Tadiorves protaicos (8-10,5-] /pl, Rhold ¢19,20,801 7 Uns de
loz factores de regulacicon de la actividad de ia RN& polimerasa
de telulas prccariﬁiicés e el factaor sigmé s tiane un iml=1- 1]
molecular de B8 GGO Q.ﬁ., dJeEterminag la uRidn e pé ifica de la

4 $ A
enmima Surante la fase de iniciamcidn v 1la diveccidn de ls sinte-

8is del RNA durante el m;aruam1=xto (32,5659

s{'

a s 5 = s - : \ = =
£zli s identifico otro components, &l fator Rho, gue parece 25—

ot
m
~3
s

47
fo==
ot
m

. .~ 3
ado en 2l proceso de terminacicdn va gue en sSu ausencia

s longituwd de Ing npnsaJrrom sintetizados in viiro &3 muy  va-

riazle (20.211. - T

En £. coli se indentificsron otros Tactores gus promusven la

—

N , # ;= Z P '
Mmicracion de la transcripeicdn por la holoanz 1md de la RNA poli-

marasal i) =l factor Psi (W, Py 70 000) estimula ta sintesis

e

RM&r en plantillas de DNA de E. cali, esta actividad tambigh la

& 5= s ~

presenta ia Q‘ﬁ veplzcaqa, ii)d al factor M (Pﬁ GS 000) 1ﬁtrementa-

— T =. "“...-‘A ==z ‘-"._" z

la fracuencia de iniciacidn smbre el DNA ﬂe,E. Cull - los_fégos
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ldes coli v del fago T4 (87,68).

4 " . -
ron bres peptidos (sigma 5% . siama 37

, , ) :
nuclen e polimerasa; el factor

na funcion similar a la uLl factor sigma ds E.

31 solo: el factor sigma 37

milar al factor sigma v confisre especificidad

ce polimerasa y =1 factor d2lta 21 oromueve

entre la holoenzimna (constituida por =1

el factor sigma 553 v los promotorss en

impresicnants lista de factores gsociadas & la
hasta alora no Se.COﬁﬁieﬂ todos logs factores pro-
inan la fidelidad v la selectividad de 1z trans-—
Los cuales, a su ver son s51o un alements de los

rreets funcionamiento de una de las funciones

. o 4
la transcripcion genica,



. 2. TRANSCRIFPCION Y DIFERENCIACION.
. % . - 3 5 .
La funcicn genica selectiva Lisns Un Dap W] Amportante en L3
- A . ¢ - * . il
Aifapranrciacion celular. La diferenclaclon &S la fransformacion e
(4 5 L ” = 4 :
una celula en otva w otras morfolodica y funcionalimente difevren—
te=. La difarenciacidn pusde sar considerada €ome un proceso en
2l cwal la informazion genica pre~existenie s sXprasa &N farma
S 5 W, o s 2
diferente an células gque contianen Jenomas identiceos, mediante

Lina seruencia definids de acti

<

4 o . =
aciodn v/o rvepresion Se genes. o

dular implica la sintesis preferen—
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cimi de algunas proteinas sspecificas (@3-873. Flickingsr y cols.
an 1965 encontraron un incremsnts en 1a rapacidad transcripcional

4a la cromatina durante los diferantes estading del desarrcllo de

Los experimentos mas revelazdorss sobvre el papsl concrelo de
la transcripcién en i desarollo se refisren a 108 efectuadas en
patas con hepatectomia parcial por Chureh y McCarty, donde ancan-
traron evidencias de gue el estado inicial de ve geﬁwracxér paresce

3 -y : i 4
imvolucrar la reactivacion de algunos geves aclivos en nigadd em—

i

Py > L4 s % . .
Driomario sers reprimidos en &l higaadao sodutlto (873, Y 1

g aefec—

4 .
tusdos por Laufear y cols. en 1382 con nuzlaos sislados de

s

Dictvostelium discoideun. donde sncontraron gueg aproxinadamente

2 000 a 2 000 mRNA's regulzdos (RMNAs del estaco de agregasiogn?
son inducidos cuando 1as amibas forman agregades multitelulares

El nivel de la mayoria de estos mRNA's regulados es reducido por

. 4 N . - "
disgregacicn de las amibas ¥ restaurade por AMFc (26)



2. ANTECEDEMTES DIRECTOS.
Z.1. REGULACION DE LA EXFRESION GENICA EN ENTAMOEEBAS. Un
modelo relativamente simple para el estudio de la regulacich de

- L4 -
la expresicn genica.

p— - (s .
Los protozoarids del genero Entamoeba se caracterizan por

tener dos estados morfﬂldéica y fisiolodgicamente distintos! uno
mivil, el trofozoito y otro inmovil, el gquiste. A este genero per-—

-

tenecen préﬁticahante éodas las especies de amibas que habitan en
el intestino de los metarocarios (85-30).

El cicla bioldﬁico del geners Entamocebs es'relativamente
sencillo, 1los guistes gue son la forma infectiva y de resistencia

se forman en la lus del intestino grueseo, son expulsados con las

heces. 91 despuds de ciefto tighpo son ingeridos por un NUEVo
1 : -
-’ " v . , / s
huesped, en el intestino grueso se libera wuna amiba metagquistica

- - L
tetranucleada que finalemente se divide gn ocho trofozoitos pe-—

quencs; en el procesc de enguistamients el trofozoito pigrde su

e

mnovimiento pseudopodal caracter{st;co originando formas redondea—
das u ovaladas (los preguistes), hay una disminucidn én la velo—
cidad de sintesis de sus productos (RNAs) v acumulacion de gluco-
geno. Despuds sintetiza wuna pared celular y da lugar a la forma-

= .35
cidn del quiste. Este proceso muy probablemsnte esta sujeto =

& N
transcripciéﬁ galactiva de.genes (83,90-93) .

2.2, EMQUISTAMIENTO DE ENTAMDERAS Y ﬁCANTHﬁMﬁEBAS.

Muchas cepas déAvarias especies del géhero Entamoeba s& han
aislado de animales infectados y actualmente pueden cultivarse
axemicamente in vitro (34,35). Hasta hace poco tiempo sdln en

Entamoeba invadens podfa inducirse la diferenciacion celular

in vitro.



10

O m ae = o T e iy = ———— - v vy = 5 =2 L
SEYD R R F‘b Lt B i Dot =l ';'t 45}_ . ‘ji:‘ﬂzi-ﬂ—’ risvon LT e t.!:iv:"l:l

] . 4 . . X ’ 3 b ] . 3 - 1 > 0
SECE WNCLILY 13 IMICIACI0N Gel enjuistamisnto in viieo b
Cutsmusba Fastolviica (956-39)

Aasta afelra 38 CoNoce muy pocn sobra la actividad de RNA

“ - — . (¢ T

paxlimerssa de ias especies dal gérero Entamoshbs! o in enbargo

gasteliacii. un proloZoario gue pertensce al ®misme orden de ia

A - ’ .
SEoecid amitliand gue Tug Wwtilizasda como modslo (27,332,353, 42 , 160,
1232

FF Lea RMA POLIMERAZA DE ACANTHAMDOEEA CASTELLANII .

En Boantnamcehs fastellianii coms en todas las cllulas -

e |. A 0 LI S i BT i

iDLIcas asSludiadas Nasta ahora, s= han identificado tres tipog
ds RNA polimerasa: al la I, con un peso molscular de 515 ¢oo U.a
0% pasos moleculares varfan entpea

consia ode 19 subunidadss ews

g

0 0RO vy 185 000 U.A.) sintetiza principalmente BNAr, en wuns mez-
7

cim d= veaccich regulada a pH 7.9, Es resistente o T mg/ml de

cfe—amanitina (270 B2 1a RNA polimerasa I, Fesa 530 000 U a4,

Consta de 12 subunidades de 1G 000 3 133 000 U A Yy Sintetizs
prafsrantemante RNAm (420, ¢) fimalmente 1z RNA polimerass III

0O W Dess molacuwlar de B30 000 U.A. consita de 17 subunidades
= !

cuye peso varia entre 12 000 y 183 000 U.A., sintetiza be=icamen-

Todas &llas se han ourificado en columnas de intepr-
camlio ionico (Z7.,42.100.1071). -

4. HIFPDTESIS

La actividad de RNA polimerasa se ha encontrads en todas S

’
celulas donde se ha buscado, incluvendo el protozsario

Acanthamoeba castellanii, cuyo orden Amcebida, es comdn al ge€nero
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Entamosba (4,24,25,27,32,32,42,8

Qo

L100) . Analogamente al disefar

este proyecto se esperab@ encombrar y caracterizar la actividad
de RNA polimerasa en extractos libres de trofozoitos de Entamocsba

invadens.

5. SECUENCIA DEL TRABAJO EXPERIMENTAL.
El trabajo experimental se desarrolls en dos etapas. BPuran-
te la primera se establetieron las condiciones para detectar y
cuantificar la actividad de RNA polimerasa en extractos libres de
trofozoitos de E. invadens, fue’ necesario adoptar y optimizar la

mezcla de ensayo de A. castellanii (27,32,33) donde se consiguio’

determinar la actividad de esta enzima. Una vez gque se logro’ de-
tectar actividad de RNA polimerasa en la fraccidn nuclesar de E.
invadens se inicin la segunda etapa del proyecto gue consistio en
la caracterizacion de la actividad enzimatica analizando el efec—
to de los siguientes factores sobre la incorpsracicon de L3HI-UTP:
) temperatura, b) tiempo de incubaticn ¢) dosis de extractos a-
mibianos vy concentracicon de los siguisntes componantes de la
mezcla de ensayo, d) concentracion de substrato especifico UTP y
e) concentracion de C3HI-UTE que contiene el radicisdtopd Marca—
dor; ademas de pruebas de especificidad como el efectn d& la con—

PR 4 . N . 5
ctentracion de RNAasa exogena y Actinomicina D sobre la incorpora-—

3

cicn de [PHI-UTP.



£. MATERIALES.
A)_REQCTIVDS.

Los siguientes reactivos procedian de 1) sigma Chemical
Company (Eaint Louls, Missouri, E.U.A.)! Trisma—base, Sacarosa,
SaprnalbUmina bovina (fraccion v}, Lisozima de clara de huesvo,
ficido Desoxirribonucleico de timo de ternera, dextrosa, 2 Mercap—
to etanol (2-M—-Etcl), Ditiotvei-tol (DTT3: 2) de Productos Quimi-
cos Monterrey S.A. (Nuavo Ledn, Mexico): Cloruro de sodio, Deso—
xicnlato de sodio, Cloruro de potasio, Metanol, Acide clorhidrico
Acido triclarnacé@icm, Hidrosido de sodin; 23 de Harleco S.A.
(Mexico, D.F.Y!Dextrano, Etilenglicol, Etilen—diamino-tetra—ace-
tato de sodio, Fosfato de potasio monobasico: 43 De Merck., S.64.
(Mecico, D.F.) Extran liguido, cloruro de magnesio, Floruro de
sndio, 2,2-p-fenilen Bis—-(5~feniloxazol) para mediciones de cen—
telleo (POROP)Y, Cisteina, Fosfato de potasio dibasica, Ribonu-
claasa pancreética bovina, Acttinomicina D} 53 ds Packard Co.
tillirois, E.V. 4.3 2,5-Rifeniloxazol (PPO} grado centellen; €3 De
Fisher Scientific Company (New Jersey, E.U.A.) NMaftaleno; 7)) De
Calbicchem Co. (San Diego, Cal. E.V. A ) Guanidintrifosfato (GTP)
Adenosintrifosfate (ATP), Citidintrifosfato (CTP), Uridintrifos-—
fato (UTP2] 2) New England Nuclear Company (Boston, Massachusettis
E.U.A.) Uridintrifosfato con tritio [ JHI-UTP 20.2 Ci/mol); 9O
Paines and Byrne Limited (Greenford, Inglaterrad: Pammede; 10}

Biofluids Co. U.£.Q.! Suero de caballo.



7 .METODDS
7.1. METODOZ GEMERALES,
7.1.1. Cultivos bacterianos awénicos
Se utilizd la cepa MX-324 Jde E. coli que caracterizo’y dmnig’
a2 nuesiro cepario el Or., Fernando Bastarvachea Avila del Insti-
tuto de IHVEStigaCiD?ES Biomedicas de la Universidad Nacional

Autdnoma de México. Esta cepa deriva de la cepa CSH-41 de E. coli

de la coleccion Cold Sprimng Harbor.

7.1.2.Cultivo de Escherichis roli cepa MX-324.

Para tultivar axenicamente a las bacterias se emplec’caldo
twria (CL?, cuya camposicidﬁ para 1 000 ml fug la siguiente:
Bactotriptona 10.0 g Extracto de levadura 5.0 g; Clorurs de
sodia 0.5 37 HidroWide de sodio N2 ml y glucosa al 204 10 ml.

7.1.3. Preparacish del medic de cultivo CL

Se disalvieron las componasntes en 980 ml de agua tridestila-—
da vy se ajusta el pH de la solucidn & 7.0 con NaOH 1_75 ze dis—
tribuyo’én matraces de 500 ml en alicuotas de 100 ml con tapones
de algodﬁh Y Jasa, se esteriliza’ en el autoclave a 121°C por 15

min vy se dejo’enfriar a temperatura ambiente. Se aRadieron 10 ml

de glurosa esterilizada por filtracidn (Filtros Millipore de O.22

A de porb) a cada matraz.
7.2 METODO DE CULTIVO DE ESCHERICHIA COLYI CEPA MX-324.
7.2.1. Cultive de la cepa de referencia E. coli MX—324.

Un matraz Erlsn Meyer de 250 ml, con 50 ml de CL, fue’ inocu-

lado con wna asada de E. coli cepa MX-324 y crecido toda la noche

a 31° econ agitacich rotatoria de 300 rpm.
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7.2.2. Crecimiento de E. coli cepa MX-324.

Con 2 ml del rcultivo inducido se sembro wun matraz Erlen~
Meyer de 500 ml, con 100 ml de CL esteril. Con ello se obtuve una
dilucion del inctulo de 1:50. Enseguida se determino’ la densidad
Sbtica de la suspensicn en un colorimetrs Klett—Summerson a 450
nm. Esta determinacion correspondio’ al tismpo tero del cultive!
el cual se incuba a 21°C con agitacion rotatoria de 200 rpm. Se
tomo” nuevamnents la densidad odptica del cultivo a tiempos varia-
bles para determinar su crecimiento (Fig. 1).

7.3. Cultivos Amibianos Axenitos.

Se emplearon tultivos axenicos de trofozoitos de 1a capa PZ

de Entamoeba invadens, donada por el Dr. Rub=n Lopez—-Ravilla dsl

centro de Investigacidn y Estudios Avanzados del Institute Foli-
tdcnico Nacional, departamentso de Bislogia Celular.

7.3.1. Cultive axenico de la cepa P2 de_E, invadens.

Para cultivar la cepa P2 de E. invadens se empleg el madin
de crecimiento TFS-1, descrito por Diamond (1968), del que se
eliming’ la mezcla vitaminica de acuerdo a la modificacion de
Ldpez—Revilla y Rodr{guez-Bdez (19813 . ’

7.2.2. Preparacicdn del medio de cultiva para E. invadens,

cepa FZ.

7.3.2.1. Medio basal (TF).

Triptona o Peptona de caseina 5.0 g! Panmede 10.0 g: B €+)
glucosa 2.5 g; L—Cisteina 0.5 q; acido ascorbico .1 g; cloruro
de sodio 2.5 g; fosfato de potasio monobdsico 0.3 g fosfato de
potasio dibasico 0.5 g. Se disolvieron los componentes_en 60 ml

de agua tridestilada caliente, se centrifugs la solucion én tubeos

t
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5=

test

"E.

r'd
Fraduadedos de 50 ml con tapon de rosca: a 2Fr w g pov 15
min & 4°C. Se descared =1 precipitads v se ajusts =@ pH de la
P :
solucion sobrenadante a 7.9 con hMidroeido e =0dig i N v se i

aforg a 500 wml son aoun tridestilacda esidril. Con esta Soiucion
se-girviEPon. 24 11 Wl oeEn tubos para culdive de 15 w 125 mm, de
bﬁwésxlic&tg, oo tapOn de rosca i‘o?ﬁing}. b? ¢ ml en botsllas
de_&& mk pera culiive de cdlulas (Beileobe con bapdn de vomca o
€3 1 500 ml en-frascos para agitacion magndtics de 2 000 ml de
cagaciééd votal (YSpinmer?, Bellcol, s Este?ﬁLiz&von én &l
autoclave & 121°% gor 15 Min-y se alaacenaron a 28°%C hasta sy wuso
Lo TG WmES e ooy Semanas .

7.3.2. Fraparacidn v almacenamients del suErs de cabalic.

El suero de caballo congelacdo sn frasco de 500 @l Con tapan
de rosca, s& Sumergio en balo de T i (BA) a 36°C Hasts -desconoge~

Garse, 20
las botellas

1o ml = t

ot o T [ =S ol S

dias pars-

s B g
—20°0 masts

g%

pleargs,
TF & una ¢
7.2.5

-

2 . L. . -
Ze aftadio asgpticamente susrc

5 P =
alenty a 56°C

poe 30 min en BA. se sccarsn

s

puor fuera v se distnisuwyes are en alicuotas de

2l Su

ubos esteEril

ez de barogilicats de 16 x 106 min, con by
. z r S | 4 5 4 e -
za «Covning?. Se incubarant las alicwstas a 37 C por 5
comprotar su esterikidad v d&sr'éb‘ga almacenaron &

Al WD
Medig TF

it complets TRS— ae-pvaparu nasta )l momsnts de sme

de tabbailo al medio basal

rcentracion final de 2.0% (VA
. Cultive de la fepa deé referencia E. invadens., FZ.

fn 3 -tubos para cultivo de 16 % 125 mm, de borgsilicato, con

Fa s

tapun de"rnsca &Covnlng) con 11 ml de TP3-1 se inocularon en for-
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ma esteril 1 Q00 amibas/ml y se incubaron a 25°C o+ 1°c pPOoT nueve
dias, al termino de é%tos,de el mejor se hizo una nueva resiem—

hra.

7.3.6. Freparacion del amortiguador He fosfatos (PBS:

Diamond, 196S}).

Componentes! Cloruro de sodioc 6.8 g;: fosfato de potasio di-
basico 2.2 g3 fosfato de potasie monobasice 0.5 g, Se mezclaron v
dislovieron los componentes en agua tridestilada, se ajusto’ el pH
a 7.4-7.5 con NaOH 1 N y se aforo’ la solucidn a un litro. Se cdis-
tribuyd 2l PES en botellas de dilucicoh de leche (de boresilicatn,
Corningl con tapohn de rosca en sifcuotas de 100 ml. Las botel las
con PBS s2 esterilizaron a 121°C por 15 min y s& almacenaron a
|

7.3.7. Tratamiento del material para cultivo de amibas.

El lavado de la cristaleria para culbtivo comprendio’ los si-
Juientes pasos! a) enjuague por 12 h en una solucidn comercial de
hipoclorito de sodio diluida al 1% en agua corriente! b) tallado
con escobillon! c) custro enjuagues con agua corriente; d) enjua-—
gue por 12 k en scido clorhidrico &l 1%} e) tallado con escohi-
115n; f) siete enjuagues con agua corriente; g) tres enjuagues
cop ajua destilads) h) secada a temperatura ambiente colocando el
material boca abajo en canastillas metalicas. Los tubeos ¥ las bo-—-
tellas ya secos, con los cuellos y bocas de las dltimas cubiertos
con hojas dobles de papel aluminio, se hornearon a 200%C por 4 h
¥ se almactenaron en gavetas cerradas.

Lza pipatas seraléﬁicas cortas (Bellco) vy las pipetas

. e
Fasteur se lavaron de la siguiente manera! a) remojo en Extran
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liguido al 1% por 12 h; b) enjuague en lavador de pipetas (Sifon)
por 30 min; €Y remojo en mezcla cromica por 12 h; d) enjuague en
sifon por 1 h; &) dos enjuagues por inmersion en agua destilada.
Las pipetas se secaron en el horno a 200 °C por €0 min, colocada;
con la punta hacia arriba en canastillas metéiicas, se enviolvie—
ron en papel aluminio y se esterilizaron en el autoclave! despuéé
se llevarcn al horno a 200°C por 4 h.

Los tapones de los tubos se lavaron en Extrdn ligquido al 1%
por 12 £, enjuagus en agua corriente, remmin en scido clorhidrica

al 1% por 12 h; tallado con escabillsn, enjuague Por siete véceas

con agua de l1a llave y tres veces ton agua destilada. Estos se

*
dejaron escurrir para secarios.

Los bulbos para pipetas seroldﬁicas vy para pipetas Pasteur
se esterilizaron 15 min a 121°C err frascog de vidrio con boca..
ancha v taps dé rosca. Los bulbos tontaminados con matacial bios
ldﬁicn s2 esterilizaron con asutoclave por EOImin. despue% e lz-—
varlos como los tapones. /;

7.2 2. Mantenimiento de la cepa da_referencia.

La cepa de referencia se mantuve vesembrando ¥ 000 amibas/ml
en tres tubos diferentes por vez, & insculando los culitives a 25

°C # 1°C por nueve dias, al términe de estns se-observaron 1os
cultivos con wn microseopio invertide para comprobar su morfolo-
gia v movilidad. El mejor de €stos fue’ empleads para la siguiente
resiembra. Se conservaron 1los tubos de la (ltima resiembra hasta
comprobar el crecimiento de los trofozoitos y la ausencia de

contaminacion en Ins cultivos recigh sembradog .t



Py s . 4 " 2 A 3 - .
F.5.3. Propagacion g2 la caoa amibdiana.
Cuando &2 reguirievon cultivos masivos {para el "Spirmear®)

2ST0%F S8 INICLERTON & partirc de urr bubo de referencia cornt 1.5 = 14

amizas/ml. pars tensr mayor rendimisnto de

o

naterisl parzs los an-

L B8 efec b nedisnts enfriamients e los cultivos en

gaous-Riel s por 10 mio v centrdif -*aalon a £00 ropm por 15 min & |
'°'-‘l - - ~ ’ e ] T kS " -—
4 4y 82 desachd 2l sobranadanta v se obbtuve una oasti 11a e Ami—.

3 » 4 - 3
bas, esta pastilla se lavo dos veces con PES repitiendo la cen-
3 . 4 Cop = . i x ” " s
trifucacion e £00 spw por 15 min a 4°C, Las amibas Lkavadas fus-

ron wiilizadas de inmediata,

'

7 T B .
7.4, Metado de ensavo paua acttividad de RNA polimersaa in wi

fete
Ded

Y7

il

i

A 1 /¢ [ S ’ T 5
Pe Liilizo basicamente &l metods da spindlaer, =t.al. (1273)
; . . y " ’ ] B
El voluwen final de las mezclas de ensayas fue de 100 gk,

74,1, Mezcla ds ensayo completa.
Cada mezcla contenia!l Tris—HCl 5O mi (pH 7.2 a 30° 3
2 mg/ml de sercalbdmina bovina ¢(fraccidn V)| Z-mercapto-stansl
4.0 g MgCl 1.67 pM; NaF £.35 mMi ATP,GTR,CTP 0.625 s respec—
tivamernte). UTF 0.045 mH} DNA de timo de ternera 9.33 mg/mi y
E3HI-UTP i FC“. El ardan de.aﬁiciSh dé los ecmpuﬁenteaiﬁa las
mezclas de ensavo fue’ =1 mizmo antes descrito,

5 - L . - _f
2zCribe enseguida 21 metodo detallado de preparacion de

(8
L)
i

las sclucisnes, las cualss rejuirisron procesoas de asterilizacidh
Y aimkacenamisnts difarentes, & fin de conservarlas paor tiempos

largos .
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7.4.2. Composicidn, preparacidn ¥ almacenamiento de las
spluciones .,

Estas son mezclasg coplejas de reactivos, muchos de los
cuales son termolabiles P 8& precipitan cuando se esterilizan en
autoclave, mezclados con otros; por 2llo se elaboraron las solu-
ciones madre por Beparadg y con ellas las solutiones de trabajo.
Se almacend’ independientemente cada reactiva y las mezclas de
trabajo se prepararon inmediatamente antes de cada experimanta.
Cada uno de los reactivos fusron disueltos en agua tridestilada
esteril y se distribuyerom en tubos de borcsilicato cen tapdh de
rosca de 12 x 100 mm, en alicuotas de 2 ml, se esterilizaron por
calor humeds los reactivos termoestables y por filtracioh los
termolabiles. Para esto Jltimo se emplearon membranas (Millipore
Corparation Bedford, Ma, E.U.A4 ) de 2.5 cm de digmetro Y pRros de
0.22 pm. Los tubos se almacenaron a -20% individwalmente con el
nombre de la solucion, concentracidn y fecha de elaboracidn res-—
Fectivos, La concantracion de las soluciones madre se indico’ con
un ndnero s=guido de una X (p.e. 19 X signifiea qua la concentra-—
cichn da una solucion dada era diez veces mayoqr gque la concentra-—
cidn final de trabajo 1 X). .

7.4.2.1. Amortiguador da lisis (ALY para bacteriag.

Se integro’ con las soluciones 1 a 3, las cuales se adiciona-
rom secuencialmente a la pastilla celular de los cultivos de_E&
toli cepa MX-354. ‘

Solucion 1

Se formd mezclando las soluciones 1A; 1B; 1C Yy agua trides-—

tilada est&ril, en proporciones de 1:5:1:3.
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Solucion 1At Trizma base 0.1 M pH 7.3 1.2 g/100 ml)
gsterilizada en autoclave; solucian 18! Sacarosa 50 4/100 ml
esterilizada por filtracion; solucidn I1C! Clorure de sodio 1.0 M

( 5.24 3/100 ml) esterilizada en autoclave.

Solucicm 2

Resulto de 1a mezcla de las solucicnes 2A;2B;2C v agua tri-
destilada esterilt 1:5:1:6.

Solucion 2A! Trizma base 3.0 mM (36.32 9/100 ml) esteriliza-
da en autoclave] solucidn 2B: EDTA 0.5 wM (18,61 g/100 ml) este-
rilizada en autoclave; solucidn 2C: Lisczima de clara de huesvo,
40 mg/ml esterilizada por filtracion.

Solucion 3

Se mezclaron las soluweionss 3A}3E;3C v agua tridestilada
esterili 2121115

solucidn 3A! Cloruro de sodio 5.0 M (29.3 g/100 ml) esteri-
lizada en autoclave: solucidn 3B! EDTA Q.01 M (3.7Z g/100 ml)
esterilizada en autoclave solucidn 2€: Desoxirolata de sodio
0.8% (33.16 g/100 ml}, esterilizada por autoclave.

7.4.2.2 Amortiguador de lisis (LT) para trofozoitos,

Se mezclaron las solucionas 2C y 4, inwmediatamente antes de
usarse para preparar las solucidn de trabajo 1 X.

Soluciam 4.

Resulto’ de la mezcla de las scluciones 44 a 4AF y 2C en las
siguientes proporciones 1:1:1:2:4:1:1. Solucion 4A: Trizma base
O.1T M (1.21 g/100 ml) esterilizads eﬁ sutoclave; solucioh 4B
Clorurn de potasio 0.25 M (1.26 g/100 ml}) esterilizada en auto-

clave; solucion 4C! Fenil-metano—sulfonilfloruro (PMSF) ’-D.Eﬂ
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(17.42 mg/100 ml) esterilzada por filtracion; solucicn 4D! EDTA
0.5 mM (12.€1 mg/100 mi> esteriligada en autoclave! solucion 4E:
Glicerol al 50% (V/V) esterilizada en autoclave; solucion 4F; Di-
tigtreitol €DTT> 8.0 mM (77.12 mg/100 ml) esterilizada en auto-
clave.

7.4.2.3. Solucion anmortiguadora para el ensayo de la activi-
dad de RNA polimerasa (pre-mezcla: Pm) |

Se compuse de lag soluciones 5 a la 12 las cuales s mez—
claron immediataments antes de usarse, para preparar la solucion
de trabaja 1 X-

Proporcion de las ssluciones en la pre-mezclal 1 vol. de
cada una de las soluciones 5 & 12 y 32 vols. de agua tridestilada
esteril.

Solucion 5: Trizma base 1.0_&_(!21.1 g/108@ ml) pH 7.9. Re-—
partida en alicuctas de Z ml y esterilizada en autoclave!
solucicon €: Seroalbumina bovina (fraccion V> 40 mg/ml €4.9 g/100
ml) esterilizada por filtracion y repartida en alicuotas ode 1 ml!
solucion 7: Z-mercaptd-etanol 0.02 M (5.6 ml/100 ml)., Repartida
en alicuoctas de 2 ml y estarilizada en autoc}ave: solucion 5!
Cloruro de magnesio 0.0334 M ¢(3.12 g/100 ml). Repartida en alf-
cuotas de 2 ml y &sterilizada en autaclave] solucion ®: Florwrao
de sodio 0,125 M (0.525 g/100 ml). Repartida en alicuotas de 2 mi
y esterilizada en autoclave; solucion 10! GTE 0.0125 ﬁ (G.74
g/100 ml), CTP 0.QI1ZB M (0.70 /100 mid, ATF 0.0125 M (0.76 g/100
ml). Esterilizados por filtracion ¥ repartidos en alfcuotas de
100 Fl; solucion 11! Acido desoxirribonucléico (DNA) de timo de

ternera £.6 mg/mt (0.66 g/100 ml?, disueltio en agua tridestila-



dz esteril y almacensds en recipientes estériles, en aliructas de
200 pli solucion 121 [3HI-UTP 2o HCi €200 pl/ml). Freparads con
agua tridestilada estdril en condicionss esteriles Yy repartido en
alicuctas de 200 J1.

7.5 L{gquido de centelles de Eray.

N

4 - . £ «
€ prepavo mezciands loas siguientes reactivos en ol orden de

| . 4 . - - -
aparicion respactival -4 dicxanao 300 il metsnol JOC ml! etilen~

IIl

glicol 20 wi; PPD 4.© g/1: FOPOF O 2 371; naftalen> €0.0 g/1. Una
ver disuelins compistamente se zafors’ la mezcla & 1 litro con 1-4
dioxand Yy s& conserve i tesperatura ambisntz en un recipiente
obsourg .

7.6 Obtencion de awiracto Bacteriance crudo (Ex 1),

El cultivo en fase estacionaria se comgels’ rEpidamente an
fizlo seco—=tansl v 3= descon ngelo a chorrn de agua, la pastilla
bacteriana fues cosachads ooy gentrif unac1on & 11 Q00 » g gor 10
ming Ssta fué’lizada (3.5 ml) por la adicich secusncial de las
stluclones siguientes:! 1 ml de sSolusidn A\ add'c For 15 ming © 25
ml Jde solucicn 2, a o°C por 5 min v 1.25 ml de solucicn 3, s 10°C
per 10 min. De este ewtracto se tomaron 200G Hl pdra'cuqat1f1cdr
proteinas For el metods de Lowry. =2t . al. ¢1281), =21 resto d= 1a

s = - -~ . - ’
muestra ss mezcla con un valumen de glicerol al 25% se distribuvno

g0 alicuntas de 200 Hl. Se conzervo’ a2 —70°C hasta su uso.

7.7. Obtencidn de exiracts crudo amibianc .

Fara la obtencion de los extractos totales (ET) 5= prepara-—
ron cultives am:ibianos v se cosecharon poy centrifugacidn. A una

‘ . - - - r
pagtilla de amibas lavada,se 1le afsdieron dos volumenss de o —

tiguador de lisis LT. Mediante un homogenizadar de cristal
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA OBTENCION DE LA FRACCION
NUCELAR DE ENTAMOEEA INVADENS, CEFA Pz

Cultivo de Entamoeba invadens, cepa PZ

por diez afas y un indculo de 1000 amibas/ml .

= . s 2
Cosecha de amibas por centrifugacion a

600 rpm/15 mins4a®c

Homogenado de amibas
Homogenizar en Saca—
rosa isotdnica pH 7.4
con un Elvehjem Potter

¢ 60 golpes )

Rendimiento por cuen-
ta del No. de amibas
por ml en 21 hemocito—

metrao

OBTENCION DE FRACCIOM NUCLEAR
Centrifugacién del homogensado
en 40 ml de Sacarosa isotdnica

pH 7.4 a 2000 rpm/15 min a 4%

Sobrenadante

Ldescartar)

Fraccion Nuclear Cruda
Lavar con 5 ml de Sacarosa
1sotonica pH 7 4 y centrifugar

a 800 rpm por 10 min a 4%C

FRACCION NUCLEAR

Lavar con KC1 0.15 ny

Sobrenadante

(descartar)

centrifugar a 2000 rpm

por 15 min a 2%

Zobrenadante

{descartar)

FRACCION NUCLEAR

. ¢
enriquecida con nucleos

LISIS DE FRACCIDON NUCLEAR
Par la adicidn de 1 5 vol .
de amortigquador de li1sis para

amibas '

Frobar actividad de

RNA polimerasa

Determinar ¢concen—
_— A {
tracion de protel-

nas



7.3 Evnsavo de sctividad de RNS rolimerass in viteo.
4 e 4, . . = = . ./ - s
La sintesis fus inicisda 5 30 9C con la adicidn del sxtracto

3 - - . - - , o
total o fraccionss subcelulares amibianas. La vesccion se datuvo
: : ) o H 4 - o — -
al adicionar a cada tubo 5 ml HAs acide triclorocacstico (TCAY al
0 . . - s
5% & 4 °C en agua—nlels. Las mezclas se filtraron s traves de

filtros d= fibra de vidrio, Whatman GF/C de 2.4 cm de dizmetro:

4=

-
I

N

S = " O .. 5
s filivos se lavesron sseis vecss con A al B% a 4 C vy seis

T
)

¢
“etes con 2tancl frio, ze coloczron en viales de centellsan 11—

m

quido v se secaron al horno a S0 °C durants 60 min, Se adiaron

n

S ml de lfgquids de centelles (Bray). Las mezcias de centelles
1fqui-0 s5& dejaron en la oscuridad & 4°C por 12 h La radisctivi—
dad incorporsds al material inssluble en TCA s= detarmind =n un
eontador de centelles 1{guido TRACDR-BOOMD, aiustads & 55% de

eficiencis (Fig] 23

N

~f

2 1. Actividad de RNA polimerasa bacteriazna.
En tubms de borosilicato (Fyrexr de 12 w 75 mw (limpiocs v
Fonrneados ) numersdos en serigs de tres, se despositaron 55 Fl b [

’

ariakles dez ls solucisn LT

Jed
<

pre-mezcla de ensayo v rcantidades
= g o s s = . = . -

Fara ajustar los voldmenes. En ssguida sz anadiersn volumenes

g i 1o . _ wmig O e "« <
variables de Ex 1 v se incubaron inmediat amente & 7 €C en BA por

20 min <Fig. 3) y hasta por 28 min en los ensayns efactusdos con

d0sis constantes de Ex 1 €30 Fl) y tiempos de incubscion varia—
blas (Fig. a)

7 9.2 Actividad de RNA polimerass amibiana.

En tubos de borosilicato de 12 = 75 mm (limpios vy hoarneados:?
NUmeErados en series de tres, se anadiercn 55)31 de Pm vy cantida-—
des variables {de ¢ a 25 Fl) de LT, & menos gque se especifique

- o s _ 4 . " O 4
" tanbic en algun evperimento. La rzaccion s2 inicio oor la

1]

Pt
i}

fos



2&
adicidh del extracto crudo amibiano o la fraccion subcelular
incubacion a 20°C. La actividad de RNA polimerasa fue determinada
mediante la incorporaciﬁh de [IHI-UTP a material insoluble en
Fcido tricloroacdtico de acuerdn al mEtods de Lau, et.al. (1380}
(1053

7.9.2.1. Relacion temporal del crecimienta de la cepa PZ de

Entamceba invadens a 25°C en medio TPS~1.

Se incubarom 39 tubog con TPS-1 fresco con 1 Q00 amibas por
ml a 26°C por tiempns variables, de 0 a 12 dias. Cada 24 h se
eligieron al azar tres tubos para determinar el ndmero de
trofozoitas/nl . Despues fueron descartados, eligiends otros tres
para la siguiente determinacion. La figura 5 representa el
promedio % desviacion estdndar (D.E.} de estas determinaciones.

7.8.2.2. Relacicn entre la radiactividad asociada a material

insoluble en acido tricloroacético y la cantidad de extractos

totales de trofozoitos de Entamoeba invadens. cepa PZ.

En tubos de borosilicato de 12 x 75 nm esteriles v hornsa~

dos, numerados an series de tres, se depositaron 55 Fl de P,
P

cantidades variables (45 Fl a b Vl) de amortiguadore LT y/n ali-
tuotas creciaentes (0 a 45 Fl) de ET. Se inc;baron por 20 min a 30
°C en BA. La radiactividad incorporada & material insoluble en TCA
se detrming de acuerdo a los métodos va descritos. :

7.9.2.2. Relacian entre la cantidad de proteinas totales de
una fraccion nuclear subcelular amibiana enriquetida con ndcleos
v la incorporaciéu de [IHI-UTF a material inscluble en acido

'
triclornacetico. =%

! . : .
%@ inicio la reaccion mediante la adicion por triplicado de



[
~

cantidades variables de nucleos amibianos, expresado come
cantidad de pvota{nas totales. E1 volumen de la mezcla de ensayo
se ajusto a 100 Fl con 55 wl de Fw, ¥ volumenes variables del
amoriiguador LT. Los tuwbos se incubaron a 30°C en 84 por dhesz
min. L= reaccién se detuvo como Se ha descrito previamente. La
radiactividad 1ncorporada a material inscluble en TCA s= cuanti-
fico de acuerdo a 1os metodos ya descritos.

7 9 2 Relacicon entre la cantidad de protafnas trtales de
ia fraccicn nuclsar amibiana y la actividad de RNA polimerass.

Se anadieron por triplicads cantidades —raecientes de prcnef—

- x 2 e 5 s
mas de la fraccion nuclear tde 0 a 125 gl a tubos gue contenlan

m

- ) . 5 o
=5 Fl de Pr. Los voldmenes se ajustaron a 100 ul con LT v s& 1n-—

- ; . : ’
cubzven & S0°C mor diez minutos. Se detuvo laz resccion y se de-

termino. la radiactivided incorporada a material insocluble en TCA.

= 4 s )
7.3 scion temporal de la actividad de RMA polimerasa

[t

R

L]
I-
(gl

X . - = @
g Entans zh dans. cepa PI a 307G

3]

LAY

n

Eyx tutos de borosilicato se sirvieron pov traiplicado EBS Hl
d= Pm, 20 Fl de amovtiguador LT y 25 fd de 1a fraccion nuclear
con 112 5 Fg de prote{ﬂas totales. Se ncubaron a 20°C por tiem-—
pos varizbles de © a 20 min. Se detuva 1a reacc1dh vy se determi-
no la radiactividad i1ncorporada.

7.9.2 6. Relacion de la concentracid% de UTF v r3H1-uTE
zobre la actividad de RMA polimerass amibiana.

En mezclas de ensayo con 50 Pl de Pm y 2% Fl He fraccion
nuclear (114.25 pg e pratefnas totales) v cantidades variables

de [3HI-UTF, de 1 a 4 pCi y de UTP de 0.043 mh 2 0.625 mM. Se

O L
inewkaron a 20 C por 10 min.
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7.8.2.7. Relacion entre la temperatuvrs ¥ la s

v owihvin de RMA amiblano.

- # = 3
-bag meEcias de raaccion contenfan 5O Pl d= Fm, 20 Fl da una
=y ~ 4. - - X - - 3 —_— -
ssiucion de E3HI-UTP con ©.20 FCl/pI, S mi gg UTP 0.577 wM v 55
nas nuwclearss. todo ajustacde a2 100 Fl. Las mazclas se

euDaron Eor 10 min. & temoeraturas variables, entre 15y 20 °C.

£

7.2.2.2. Respuesta temporal de la sctividad de RNA polimara-

sa de Entamoeba invadens., c=pa PI & 25°%.

Er pazclas de ensayos con 75 Fl de Pm oy 25 Fl de fraccion
nwclear (57.5 po de proteinas totales), Se incubaron & 25°C por
tiempos variables e 0 a 15 min.

I 7.9.%.2, Efectn de la ribonucleasa pancrestica bovina, sabre
el RAA ambiano nessintetizads. 3
A las mezclas de sintesis pre—incubadas por 10 min a 25°C za

afiardieran ? Unidades Kunitz de ribonucleasa pancreatica bovina

-~
"ol

2 . & B 4 h '
0 1l de wuna solucion con 20 pa/ml?. tas mezolas se reincubaron
i

o

¢ por tiempos variables, entre @ a 30 min y se determing’ la
radizsctividad incoroorada a matarial inscluble an TCA.

7 9.2 10. Ffects do la Actinomicina D sobre la sintesis de
ANMA amibiano.

A las mezclas de reatcion se agregaron cantidades variables
de Actinomicina D {entre QO a 20 Fg) y se determing la radiactivi-
dad ;nrarpar 4z = material insoluble en TCA, despuds de 10 min de

o - |
neubaciom a 25°C
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2.1.%8. Incremento dev la actividad de RNG polimerass amibiana
con respects a la cantidad de [3HI-UTF v uTP.

Al aumsntar la concentracion de UTE fr{o a una concentPaCIOE
gauimelar con 1o otros nuclectidos (O 628 BMY y la de [3HI-UTF,
en las mezclas de ansayo se incremento’ cuatirs vecss la ineorporas
c1on de [3HI-UTF al material inscluble =n TCA en una farma pro—
porcional & la cantidad disponible de radiactividad. Con 4 Fﬂl
par U0 gl la intorporacion de [IHI-UTP fue de 4 200 dpm!  con
respetto al experimento de la Fig., 7 13 actividad de RNA poilme—

A U
concentracion de WIF

o
e

= ’ -
rass s Increments al doble al aumentar

frio y|canes vetes Bl sumar a la modificacisn amtscios un 1nEre—

wento de 2 pCi de [IHI-UTE (Fag. 9.
» 3 L D - - _’ 2y =g : . =p .y -
B 1.2, Relscion eptre la temperatura v la sintesis in ¥itro

de ENA amibizam.

BEalo las condiciones oncontradas en 1oz anteriores SNSaAYIS

i

& 1ntubaron las mezclas de ensays 3 temperaturas variables ¥ se
encmmites que la asctividad de RNA polinevasa amibiana depsnde cla—
ramsnte de la temeperatura. Se observe’ su maxima actividad a 25°C
€on wna incorporacicon de [IHI-UTP a material inssiuble en TCA de
casi 5 000 dpm. La variacion de + 2°C resuito’ en una disminucidn
2 la incorporacicn equivalents al £0% con respecto 2 la 1ncarpo-
FAC1ON masima. A 20°C la actividad fus’ 0% mencr que a sE°%C Yy &
30°% correspondis &1 70% con respecio & la observada a 25°C.

La maxima asctividad de RNA polimerasa (4 764 + 734 dpm?
scurris & 28°C con €5 ja de proteinas nuclsares totales y 10 min

~ R > S
Se ancubaciom (Frg., 107,
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Al i1ncubar lzs mezclas de ensayo, en prasencia de cantidades
varisbles dz Actinomicina D se encontrz’ una disminucioh asintotbi-
ca de la radiactividad asocizda a material inscluble en TCA. El
zfectn inkibitorio mss notable ocurric’ con 2 pa3/100 Fl C40%)
Josis mayores resuliaron en inhibiciones menos aparentes. La in-—
Faiblcion masima ocwreico con 20 Fgfloo Fl (20%) v la radiactividad
incorporads a material insoiubls en TCA correspondic’ al 20% de ia

ipecarporada por los convroles no tratados (Fig., 125
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Figura 1. Relacidn temporal de crecimiento de Escherichis
coli, cepa MX-384 a 31%. Cada punto representa

el promedio de tres experimentos Independientes.
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Figura 2, Diagrama de flujo para la. cuantificacioh de la

sfntesis de RNA in vitro,



INCORPORACION DE [*H1-UTP (dpm)
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Relacion lineal entre actividad de RNA polimera-
sa y la cantidad de extractos toteles de
Escherichie coll, cepa MX-384 a 37°C, Cada punto
representa el promedlo de tres experimentos in-

dependientes,



INCORPORACION DE [*HI-UTP (dpm)
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Figura 4. Relacion temporal entre la actividad de RNA poli

merasa de extractos totales de Escherichlia coli,

cepa MX-384 & 37°C, Cada punto representa el pro

medio de tres experimentos independlentes,
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Figura 5. Relzcion temporal del c¢recimiento de la cepa P7

de Entamoeba invadens en medlo TPS-1. (Cada punto

representa el promedio de tres determinaciones

independientes,



INCORACION DE ’H1-UTP (dpm)
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Figura 6, Relacioh entre la radisctividad asociadz a mate-

rial insoluble en atido tricloroacstico y la can
tidad de extractos totales de trofozoftos de

Entamoeba invadens, cepa P7, experimentos prelimi

nares, Cada punto representz el promedio de tres

experimentos independientes.



INCORPORACION DE CHIFUTP (dpm)
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Figura 7, Relacion entre la cantidad de protefnas totales
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de una fraceion nuclear subcelular amibizna en-

125

riquecida con nicleos y la incorporacioh de

3 -
("H)-UTP a material insoluble en acido tricloro-

acetico, Cada punto representa el promedio de

tres experimentos independientes,
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Figura 8,

Relacioh temporal de la sctividad de RNA polime-

rasa de Entamoeba invedens, cepa PZ agrupacion

de tres experlimentos independientes.a 20°%
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INCORPORACION DE [*HI-UTP (dpm)
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Al
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CONCENTRACION DE £ HI-UTP (uCiZioopl)

Figura 9, Relacioh de la concentracion de UTP y [_SH]-UTP,
sobre la activided d= RNA polimeresa zmibiana a

259, Promedio de tres experimentos.



INCORPORACION DE [*H1-UTP (dpm)
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Figura 10. Relecioh entre la temperatura y la incorporacion

de [_3H]-UTP a material insoluble en dcldo tricle
roacetico por una fraccioh nuclear subcelular de

Entemoeba lnvadens, cepe P7 enriquecida con nd--

cleos. Cada punto represente el promedio de tres

experimentos lndependientes,



INCORPORACION DE C°HI-UTP (dpm)
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Figura 11. Relacioh temporal sobre la actividad de RNA poll

merasa de Bntamoeba invedens, cepa P? a £5°C, Ca

da punto representa el promedio de tres experi--

pmentos independientes,



INCORPORACION DE [3H1-UTP (dpm)
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Figura 1£, Disminucioh de le radiactividad en el material

insoluble en &cido tricloroacdtico, por efecto
de la ribonucleasa pancreé%ica bovina, Cada pun
to representa el promedio de cuatro experimen--

tos independientes,



INCORPORACION DE [C*H1-UTP (dpm)
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o - 4 § 5
el 2ig srtre lo redicntividad nzocisda a mate-
5 5 ® s, o 2

ricl Loeddutle en teivco friclorescetico y la can
tin o re wotirowl-~in: D, Cudaz punto representa

1l ,res.dio de doy experimentos independientes,



2. DISCUSION

) ’ -
Entamoeba invadens &3 un protozoario parasito del intestino

et

de= reptiles. Constituys un busn modelo para estudiar diversscs

- : 2 rd
aspecios relacionados con 4a biologia molacular de la diferen—

7 o - _ . - =
ciacicn gelular, porgue esta especis es wunicelular, su ciclo

2 14 . P4 i
piolooica consta de sclo dos fasss! trofozoitos v guistes v por—
que puedsa cultivarse scenicamente (251 & inducirse sy enguista—

mients in vitro (37,22) baio condiciones bien controladas . Du-

s . . P £ S %
rante la, diferenciacion de trofozoito s quiste hay sintesis pre—

- s . . .
ferencial de cisrias moleculass, lo gue facilita el estudia del

14

Y ’ . . .
cantrol de la expresion genica para la implemeniacion de un nota—

5 (q i ’ . 7 .
ble ¥ unico evento! La morfogsnssls de la pared guistiza y aspe—

oo 3 . - Q
ci{ficamente la zintesie de guitina., aue constituye la wmayor parte
je dicha estructura.

7 / 5
arvrolls 2n sste trabajo s

4]

Fl models expevimsntal aus se de

’ R - J— .~ . .
bass en =1 descrito por Spindler et al. (2730 €onsistis en la

. ! - - - PR 3 -
deteccion y caracterizacion de la actividad d2 RNA polimeyrasa an

swtractos libres ds terafozoitos de cepa PZ de E| invadens, esti-

. R s o 8 - B
mada como incorporacicn de radiactividad a matevial precipitable
e ”
en TC& &l 5% v retenida sn filtros de fibra de vidrio, despues de

£

s - : ; lo . - 7
incubxr =21 materizl biosintetico en presencia [3HI-UTP. Para evi-

tazr el efecto indeseabls de ribonucleasas y proteasas (108, 1073,
A s : . 5

se utilizo exclucivaments la fraccidn nuclear para los ensayos,
Debido = aoue 13 actividad de RNA polimerasx de E. invadens

4 .

4 A ,
no se habias decscrito hasta shora, no se conocian las coundiclones

-

- o ’ e
da ensayec para la trangcripcidh in vitro., For ello fus necesixlio

disenar una mezcla de ensayn, partiendp de ung ya dascrita para
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o 0625 oM y de [3HI-UTP de 8.2 nCi/ul a 40 nCi/ul se incremen—
taron Cinco veces lz=s dpm incorporadas, del material al BMA

] ] - S e ey s = = 5 O
so—-sintetizaad. Una vez gue se logro aumentar la aficiencia del

&l
modelo y de que s comprobs 1a confiabilidad del models de ensa-

- b4 L -
vo, == analizo el efecto de la temperatura de incubacidn sobre la

Sy ) s I -
si{ntesis de RMA. Ze enconteo qQue la RMA polimerasa de E. invadens

m

tiene wna cliara dep ndencis por la lemperatura, con un margen muy
i " . reo= 9, 3 5 _/ L
estrechn de variacion (0.5 C}) se observa su maxima actividad a
3 .o . < .’
25% ., 1o cual incidentalmente cvincidio con la temperatura dbtima
: 2

de crecimisnto de esis esacie amibisna (82,523 Por otro lado,

L ] 4 3 :
1a RNA polimerasa de £, invadsns mostira uns dependencis lineal

con respecto al tiempo de 1ncunac1~. evitrs O v 10 min.
Eara determinar si 1la radizctividad asociada st material

insoiuble en TLA al 5% =ra realments BENS nes—sintetizado. se ana-

jizrs el afecto de la ribonucleasa pancreatica bovina sobre la ra-—

encontro una disminucion lineal de ls radiactividad atrapada en

- 7 . 4 - * - . : . £ : —_ = o
nucicn ssintotica de iz radiactividad ascocizda & material insoluw
= 1 s i z Tt T
ble en TCA con respectno a 1z concentracion O anNtiDiovleo
. . C . ) . ’ : i
(43 .77%%. La inhibicidn parcizl de la sintesis de RNA in vitro
por la GActinomicina O, no =s zorprendents pordque an Dt?DSQMUCHGS

N « - Py ] e 4
Organismos este antibigtico no inhibe totalmente la transcripolion

e
in vitro (26,37,76). Las ocbservaciones anteriores ﬁu=dun xntfr—

. ; st - —
Fretarse coms sigue! La ribonwcleasa hidrolizo g1 RNA neoc—sinte
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