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cepa MX-384 35 

Figura 2. Diagrama de flujo para la cuantificacion de la 

síntesis de RNA in vi tro 36 

Figura 3. Relación lineal entre actividad de RNA polimerasa 

y la cantidad de extractos totales de E. col i, 

cepa MX-384 37 

Figura 4. Relacio'n temporal entre la actividad de 

RNA polimerasa de extractos totales de E. col i, 

cepa MX-384 a 37°C 38 

Figura 5. Relac ion temporal del c rec imiento de la cepa PZ 

de Ent-amoeba invadens en medio TPS-1 33 

Figura 6. Relacio'n entre la radiactividad asociada a mate-

rial insoluble en a'cido tricloroace'tico y la can-

tidad de extractos totales de trofozoítos de 

E . i nvadens, c epa PZ 40 

Figura 7. Relación entre la cantidad de proteínas totales 

de una fraecio'n nuclear subcelular amibiana enri-

quecida con núcleos y la incorporacion de 

C^HU-UTP a material insoluble en acido tricloro-

aceti co 41 

Figura S. Relación temporal de la actividad de RNA polime-

rasa de i nvadens, cepa PZ 42 

Figura 9. Relación de la concentración de C^H3-UTP sobre la 

actividad de RNA polimerasa amibiana a 25°C 43 



Figura 10. Relación entre la temperatura y la incorporacion 

de E3H3-UTP a ma terial insoluble en acido triclo-

roacetico por la fraecion nuclear subcelular de 

E . invadens, cepa PZ 44 

Figura 11. Relacio'n temporal sobre la actividad de RNA poli-

merasa de E_. invadens, cepa PZ a 25*C 45 

Figura 12. Disminuc ion de la radiactividad en el material 

insoluble en acido tricloroacetico por efecto de 

la ribonucleasa panerea't ica bovina 46 

Figura 13. Relacio'n entre la radiactividad asociada a mate-

rial insoluble en a'cido tricloroacético y la can-

tidad de ftctinomicina D 47 



Se agradece al Dr Salvador Said-Fernandez, al Dr. 

Francisco Javier Sánchez Ansaldo., a la Unidad de Investigac iones 

Biome'dicas del Noreste del Instituto Mexicano del Seguro Social; 

al departamento de Medicina Nuclear del Hospital de Alias 

Especialidades No 25 del Instituto Mexicano del Seguro Social, a 

la Facultad de Ciencias Biologi cas de la Universidad Autonoma de 

Nuevo Leon : al Dr. Fernando Bastarrachea Avila, al Dr. Ruben 

Ldpez-Revi1 la, al M.C. Luis J. Galan Wong, a la Dra. Herminia 

Martínez de Said, a la Dra. Laura Trejo, a la QFB. María de Jesús 

Guerra Guevara. al M.C. Jose' Juan Segura Luna, a la Sra. Lizet 

Aragon de Saldaña, al Sr . Ricardo Arago'n Arenas v al Sr. Jose' 

Luis Paz. 

V a todas aquellas personas que de alguna manera 

conti' i huyeron a la real i zac ion de este traba.j o . 



—' I w' J. í.- i •_' f ! = A ± 

" '-*c ¿O! i ar¡¡or i. lauaüora Da ra ai ensavo da ¿a ac t i v i dad as 

RMA polimerasa 

K'ViO I'LI OLiaoor salí no oe T os T a to S 

T«~ Trípt i casa-Fanmede 

Tro— . 7ript i c ase—Panmade—Suar o 

ri fr-r—iU^ 

!"̂  2. w J. ru r d a Maonc^s ¿ o 
t r— — i - — - > * 

T-GST a t..o o a potasio oioasico 

kH2 r ' f o s T ato da potasio ETionocas ico 

¿-h-Etol 2-Mercapto ataño1 
C'ar.rí.ece Hidrol izado da híioaoo 

C3H Cola Sorina harbor 



RESUMEN 

s.n asta traca.io ss describe por primera vez un moaelo expe— 

in v i t- r o para ana i izar la ac t ividad Ge RNA po I i rí.&rasa de 
1 a capa PZ de t,nt-amosba invadens. Adema's se analizo'' y caracteri— 

izo ¿a actividad de RIMA polimerasa ¡da E. irvadens, cepa PZ. cul-
7- í- vada en condic iones sxenicas Para ello se establee ieron las 

condi c iones para determinar v cuar.t i t i car i a ac t ividad de RNA 

pe 11 me rasa en extrae t- os 11 br es de t-r of ozo í tos de E . i nvadens . Una 

vez que se loq^o' detectar actividad de RNA poiimerasa en la frac-

ción nuclear de _E. invadens se determino el efecto de los sicuien 

tes factores sebre dicha actividad; a) temperatura, b) tiempo de 

11 u dusi-^ ^e extractas amihianos v d> concentrac ion di 
j 

UTP v í H J - UTP en la mezcla de ensavo. 

La RNA polimerasa ae invadens. cepa PZ , tiene las 

siguientes caractsrísti cas' 1) es dependiente ae la dosis de ex-

tracto, 2) del tiempo y 35 de la temeoeratura de incubación, 4> 

se inhibe casi totalmente por efec to de la Ac tinomic ina D v 5) es 

c r i oestatole. 

Las condiciones de ensayo definidas en este traba/i o para RNA 

polimerasa de . invadens cepa PZ. fueron las siguientes! i) tem— / O f f 

peratura da ir.cubac ion 25 C: i i ) tiempo de incubac ion máximo, 10 

mini iii) concsntracion de U!P no marcado. O.S25 mM; iv) concern 

tracio'n del substrato radiactivo CE 3 H3 - UTP 20.3 Ci/mmol ') 4 

^iCi/íOO^l v v') dosis de extracto amibiano < equivalente a la 

cantidad total de proteínas de la fracción nuclear) de 67.5 

El uso del modelo experimental aquí descrito posiblemente 

permitirá" incrementar el conocimiento sobre los factores que 
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regulan la expresión genica durante la diferenciación de E. 

iriv-adens; También podr ía emplearse para anal izar con detal le los 

mecanismos de control de la expresión genica durante el enquis-

tamiento de E. invadens. que constituye un modelo de estudio de 

di ferenc iac ion celular relat ivamente simple. 



fc.1 proceso -_se -rs.n=cr ion aenica se def ine como la trans-

. ici i.a ir.r orraac ion del DNA -cocí - i cada com j secuenc xa de 

d ••==>•-•. 1*" icc-'-.uc ¿cOv 100 = monofosfato — a una secusnc i a como 1 emen-

tar ía oe r ioonuc 1 eos i dos monof osf ato en el RNA . 

i^ste proceso depende básicamente de la actividad de las RNA 

poiimerasas v su control constituye un importante paso en la rno— 
* , y / • jUIcc iC-n '_¡e ía expresión oeniea Lo cual . a su vez. regula airee— 

_ _ - / , _ - _ , A . . <3'i<r=< i <_.;=• ¿ ¡s =. ¿ n tes i = o tí proteínas t r aouc c i on ,¡ e inuirtc tctrnei • 

te tocas xas Tune iones celulares. for exlo/ía transeripeion aeni-
. . / * 

c a es un s X s tema P ¿ e i o T-ROD I C O oe rsqu iac ion . 

2 ANTECEDENTES GENERALES 

Er, 1355 se descuor i o en ex trac tos de Azobac ter vi neland i i 
• i 

una enzima capaz de sintetizar RNA, la cual no requería DNA como 

molde ; la pol inuc leo't ido f osf or i lasa , hasta' ahora úni cántente de-

tectada en bacterias. Esta enzima no requiere UNA v puede ba.jo 

ciertas circunstancias sintetizar in vi tro RNA o ba.io ciertas 

otras deoradarlo. Fue' un elemento de fundamental importancia para 

decifrar el codigo genetico (1—5) . En 1853 Ueiss y Gladstone 

identificaron en híoado'de rata otra enzima que sintetizaba RNA, 

con propiedades bioquímicas diferentes a la polinucleotido fosf o— 

ri lasa; la RNA polimerasa CS>. En, ese año Weiss encontro que las 

células de diversas clases y especies también poseían actividad 

de RNA polimerasa (7). Algunas de ellas fueron las siouientesí i) 
/ / / 

células hepaticas y de timo de ternera y cerdo, ii> células de 

rata obtenidas de hígado en regenerac ion v i i i > células ase iticas 

de ratón. Esta primera etapa de investigación de los mecanismos 

de la transcripción culmino" en 1360 con el hallazgo de Hurwitz, 

et al. quienes demostraron que la actividad de RNA polimerasa 



es •lepsnoienx.a cíe DNA <S). A psrtir de entonces se ha Detenido 

una arsn cs^tica^ ce i r¡o-r m i o r< rslacic-viaca cor ia ubiQLíiuac os 

esta act;vi:aa ensima'ti-.a v de su estructura v función. 

L5 activtüaa de .r<NA pol ir.iarasa dependiente ce DMA es la res-
* * ^ 

porsable ce transcribir ¿a información gsnut* aipiacenaao ¡=m •=• i 

DNA a una molécula c- t'S-'Z') . 

La s'-.tensis de A es un proceso muv cor^ple.io v relativa-

menT-í? poco _ovioc ico que consta de cuatro etapas pr m e ipaies : i ) 

selección y activación cel sitio de iniciación en el molde- i u 

iniciación. iii> alargamiento y iv) terminación <3, 12-14); en la 

primera la RNA polimerasa se une al molde de DNA, localiza un si-

tio especifico <"el promotor • que sufre un cambio conf ormac icnal ) 

en el cual puede iniciarse la transcripcion C3. í5>. Durante la 

inic iac ion la enzima catal iza la reacc ion de un r ibonuc 1 eos icio 

tr i fosfato pur ico con otro r ibonuc leo'sido tr if osf ato cualquiera, 

originando un dinucleosido tetrafosfato CpppPupX) que permanece 

fuertemente unido al complejo DNA-RNA polimerasa C14, 16-18): En 

el alargamiento,la RNA polimerasa transcribe la secuencia de DNA 

insertando al dinuc leo'sido tetrafosfato una molécula de u r i d m a 

monofosfato CUMP) por cada acenosina monofosfato CAMP) localizada 

f rente a la RNA polimerasa. una de guanosina monofosfato CGiiP) 

por caca citidina monofosfato CCMP> . una adenosina monofosfato 

(. AMP) por cada timidina monofosfato CTiiP) v una citidina monofos-

fatc <. CMP) por cada guanos i na monofosfato CSMP). El polinucleot-i-

do se forma mediante enlaces fosfodiester 2'-GH, S'-P04 de los 

nucleo'tidos contiguos por efecto de la propia enzima. El final de 

la síntesis de RNA lo marcan secuencias específicas de termina-

ción en el DNA llamadas terminadores, este puede ser dependiente 



¿si factor Rho <J> : o inaepenaiente <3® si C ? * 

suLc.r lot ica= tras formas de RNA pol i meras a con propiedades 
' £ _ J. -_! . * . • -, 

r'-íiüc. . i c=í.s v se viviuàuss cate.1111ca= c=ír=>.c i-er i s l.ic=iS i a ¿=s 

cuales les llamaron RNA polimerasa I, II v III. respectivamente 

< 23 ) . Estas ac tivicades pronto se ident i fic aron en una gran 

variedad de células procarioticas v eucariotircas Ccf . 24-31 ) . Se 

han descrito funciones y propiedades especificas para cada una de 

las tras variedades de RNA polimerasa de las células eucarióti-

cas : a • la RNA polimerasa I transer iba fundamentalmente RNA 

rioosomal (Ri\Ar> y es resistente a. altas concentraciones CIOOO 

j_4c/ml '} de la micotoxina conoc ida como al f a-aman i t ina, b) la RNA 

polimerasa II transcribe principalmente precursores de RNA 

mensa .i r o í RN Am ) y su activi dad se i nh i be c as i total mente c on 

concentraciones ba.ias í.2 ̂ jg/ml) da a 1 f a-aman i t i na v c) la RNA 

polimarasa 111 preferentemente transer ibe RNA de transíerencia 

(RNAt> v RNAr 5S. La inhiben concentrac iones intermedias (50o 

ua/fúl} de a 1 f a-aman i 11 na Ccf. 3, 24-35). La ac tinosa ciña D v el 
/ j. • « « -"rintricarboxílico son otros antibióticos que inhiben la 

transcripción a una dosis de 0.2 a 50 ¿jg/ml v 5 jjq/iüI respecti-

vamente, su acción no es-directamente contra la RNA polimerasa 

sino que compiten con esta por el sitio de unión del molde de DNA 

n 4 i ' 36-38). Algunos metales divalentes como el plomo, cadmio, 

cooaltc v cobre también inhiben esta actividad. 
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_a ~:fvA c-c-i i a s a ce las ~acterias estudiadas nasta ahora es 

un a ho *..;er>zi ma c or> estructura c us temar i a c omp i e.i a ! su peso 

molecular es de 500 000 U A..; esta' compuesta por un núcleo y 

varias Tortores El núcleo de RNA polimerasa de Escherichia col i 

a ta compres to por cuatro subunidades ( pro torneros) dos alfa, una 

Data v una beta pr ima La oeta pr i ¡v¡a t i ene un peso mo :scu;a r 

aproximado de 1£0 000, ce '¡50 000 la beta v de 40 000 cada una de 

xas cadenas alfa (16. 39-41 ). 

Las i soenz i mas de 1a RNA poli mer asa ce 1os or can i smos 
'. . . . , . . . eucarícticos, hasta añora estuciacos, están Tormacas por un 

numero mavcr de protegeros que la ce los procariotas. de 5 a 17 

aproximadamente (24-27. 30. 42?. Todas las RNA polimerasas 
i t 

i.orocarióticas v eucarícticas) poseen dos suDur.idades de peso 

molecular aito (120 000 a 240 000) las restantes tienen un peso 

molecular de 10 000 a 50 000 (10= 26. 43, 44). 
2.3. FACTORES DE CONTROL DE LA TRANSCRIPCION GENICA. 

z / 

L1 f une ior.amiento espec i f ico de la RNA pol i mer asa esta 

sujeto a un complejo mecanismo ce control en el que intervienen 

g :* an c an t i dac de í ac to r es . Al cunos de ellos son 1 os s i gu i en tes: 

i> secuencias nucleotídicas especificas en el DNA hacia el extre-

mo 5' del sitio de i ni c iac ion que e.i ere en distinta acc ion soore 

la ef i c lene la y/*> se lee t i vi dad de la transe r i pe ion (15, 45-53) . 

ademas ca el efec to de DOteneiac ion (enhancer) descubierto inde-

pendí entemente en los laboratorios de J. Banerij y P. Chambón,en 

'931, y posteriormente en otros (46, 54—57); ii) unión reversible 

de proteínas al DNA como! las proteínas nucleares acidicas invo-



lucradas an la regulación selectiva de la transeripeion genica v 

las nistonas. proteínas básicas nucleares consideradas como inhi-

• oidores no aspee {f i eos de la transcr i pe ion C4.5. 58-63): iii) meti 

iación de bases nueIsotídicas. principalmente ci tidín-monofosfato 

en la posición S' y en algunos casos adenosina monofosfato en la 

posieion 3', estimulan o inhiben la transcr ioe io'n (63-65); iv) 

asociación de pol i pep ti dos al núcleo da la RNA polimerasa, ( '! 2 . 20 

66-715 se han descrito un gran número de ellos, mencionaremos al-

gunos mas adelante; v) hormonas esteroideas y no esteroideas¡ 

vi rtua1man te todas 1as hor mona s han s i do i mplie aqas en es ta face-

ta de regulación incluyendo aquellas que actúan vía AMPe y GMPc., 

como mediadores intracelulare's <15.72-77): vi) iones metálicos; 

cationes divalentes como Mn++, iig-i--*-, Ca++, Zn++, que intervienen 

como activadores (10,36) y iones de metales pesados Pb •+-->•. Cd++ 

que actúan como inhibidores o represores transeripcionales: en 

las secuencias de DNA humano y de ratón para metalotioneína 

"(46,78), y en DNA de timo de ternera y del fago T-4. 

2.4.' PEPTIDDS REGULADORES ASOCIADOS A LA RNA POLIMERASA. 

La iniciación de la transe r ipc io'n en sitios específicos es 

indudablemente un paso clave en el control de la síntesis del RNA 

mensajero eucariotico; para su estudio se han desarrollado siste-

mas da transcripción in vitro muy diversos, estos son mas difíci-

les de manipular que los sistemas bacterianos porque la eficien-

cia de iniciación transe r ipc ional in vi tro de ce'lulas eucario'ti-

cas es menor que la da las bac ter ias. La ef i c iene ia transe r ipc io-

nal de células eucarioticas en modelos in vi tro puede mejorarse 



si se usan extractos celulares - crudos - o factores-proteicos (. Sp 1, 

Sp 2) purif icados de estos. En extractos celulares de células 

HeLa se encontraron factores proteicos estimuladores y/ó seise— 

c ionadores de promotores durante la. inic iacion de la transer ip-

c ion (53,53-61 ,73); estos fac tores forman complej os de pre-ini-

c iac ion estables con la región promotora y aseguran una adecuada 

y ef iciente inic iac ion de la transe r ipe ion, tales fac tores son 

muy diferentes a los de los procariotes 

En prgeariotes la actividad cenica ademas de ser regulada a 

nivel de iniciación de la'síntesis de RNA puede ser controlada 

mediante modulación de la terminación de la transcripción a tra-

vés de-factores proteicos CS-10,S-1 /pN.Rho) (13,20.,80) Uno de 

los factores de regulación de 3.a actividad de la RNA polimerasa 

de células proeario'ticas es el factor sigma que tiene un peso 

molecular de 36 000 U.A., determina la unión específica de la 
t 

enzima durante 3.a fase de iniciación y la dirección de la sínte-

sis del RNA durante el alargamiento (3,69,81). En Escher i'chia" 

coli se identifico' otro1 componente, el fator Rho, que parece es-

tar implicado en el proceso de terminación ya que en su ausencia 

la longitud de los mensajeros sintetizados i_n vi tro es muy va-

riable (20.21). 

En c o 1 i se indenti f i carón otros factores-que promueven la 

iniciación de la transcripción por la holoenzima_ de la RNA poli-

merasa; i) el factor Psi (¥ ,PM 70 000) estimula.-ita síntesis dé 

RNftr en plantillas de DNA de E. col i, esta actividad también .la 

presenta la Q p replicasa; ii) el factor M (PM 85 ooofincrementa 

la frecuencia de iniciación sobre el DNA .de. E-'/'coLi y.-los^fagos 



74 V 77; iii ) el factor Y 1 CPM 35 000) estimula la iniciación 

especifica sobre moldes cíe E. col i v les fagos Lambda v J4: iv) 

el factor CGfi fptf ¿5 0003 provee sitios de unión para la trans-

cripción específica de operones sensibles a represio'n por catabo-

lito sobre DNA del fago recombinante 80 Lac: v> los factores H 

ÍH 1, H 2, ?M 10 000) en moldes de fagos Lambda y T4 y el factor 

D CPM 12 000) sobre DMA de E. col i y ios fagos Lambda y T7 pro-

mueven sitios da unión para la transcripc io'n específica. El fac-

tor L CPM 150 000) estimula la transeripcion por el núcleo de po-

limerasa sobre moldes de E. co1 i y del fago T4 (67,88). En 

Baci 11us subti lis se encontraron tres peptidos (sigma 55,sigma 37 

y delta 21) que se asocian al núcleo de polimerasa; el factor 

sigma 55 tiene una tune io'n similar a la del factor sigma de E_. 

co 1 i ademas de unirse al DNA por si solo; el factor sigma 37 

actúa en forma similar al factor sigma y confiere especificidad 

de promotor al núcleo de polimerasa y el factor delta 21 promueve 

la iniciación específica entre la holoenzima (constituida por el 

núcleo de polimerasa E y el factor sigma 55) y los promotores en 

el DNA (82). 

A pesar de la impresionante 1ista de factores asoc iados a la 

. RNA polimerasa. hasta ahora no se conocen todos los factores pro-

teicos que determinan la fidelidad y la selectividad de la trans-

cripción genica. Los cuales, a «su vez son solo un elemento de Los 

que depende el corree t-o f une ionamiento de una de las f une iones 

celulares de mayor impartañe ia biolo'gica; la transer ipc ion genica. 



- 2.5. TRANSCRIPCION Y DIFERENCIACION. 

Ua función qénica selectiva tiene un panel importante en ia 

diferenciación celular. La diferenciación es la transformación de 

una célula en otra u otras morfologica y funeionalmente diferen-

tes. La diferenciación puede ser considerada corno un proceso en 

el cual la información qe'nica pre-existente se expresa en forma 

diferente en células que contienen genomas idénticos, mediante 

una secuencia definida de activación y/o represión de genes. Por 

lo tanto, la diferenciación celular implica la síntesis preferen-

cia! de algunas proteínas específicas (83-87). Flickinger y cois, 

en 1365 encontraron un incremento en 1a capacidad transeripcional 

de la cromatina durante los diferentes estadios del desarrollo de 

gastrula de rana a larva Í.84) . 
Los experimentos mas reveladores sobre el papel concreto de 

la transcripción en el desatollo se refieren a los efectuados en 

ratas con hepatectomía parcial por Church y MeCartv, donde encon-

traron evidencias da que el estado inicial de regeneración parece 

involucrar la reactivación de algunos genes activos en hígado em-

brionario pero reprimidos en el hígado adulto (87). Y los efec-

tuados por Laufear y cois, en 1382 con núcleos aislados de 

Dictyostelium discoideum• donde encontraron que aproximadamente 

2 000 a 3 000 mRNA's regulados CRNAs del estado de agregación) 

" son inducidos cuando las amibas forman agregados multicelulares. 

El nivel de la mayoría de estos MRNA's regulados es reducido por 

disoregac io'n de las amibas y restaurado por AMPc (86). 



3. ANTECEDENTES DIRECTOS. 

3.1. REGULACION DE LA EXPRESION GENXCA EN ENTAMOEBAS. Un 

modelo relativamente simple para el estudio de la regulación de 

la expresión genica. 

Los protozoarTSs del ge'nero Entamoeba se caracterizan por 

tener dos estados roorfolo'gica y fisiológicamente distintos: uno 
/ 

móvil, el trofozoíto y otro inmóvil, el quiste. A este ge'nero per-

tenecen pra'cticamente todas las especies de amÍ6as~~que habitan en 

el intestino de los metazoarios (83-90). 

El ciclo biológico del genero Entamoeba es relativamente 

sencillo, los quistes que son la forma infectiva y de resistencia 

se forman en la luz del intestino grueso, son expulsados con las 

heces. S*i despues de cieFto tiempo son ingeridos por un nuevo 
i — 

huésped, en el intestino grueso se 1 ibera una amiba metaquística 
L 

tetranuc leada que f i nal emente se divide ,en ocho trofozoít-os pe-
queños ; en el proceso de enquistamiento el trofozoíto pierde su 
movimiento pseudopodal característico originando formas redondea-
das u ovaladas (los prequistes), hay una disminucio'n en la velo-
cidad de síntesis de sus productos (RNAs) y acumulación de glucó-
geno. Despues sintetiza una pared celular y da lugar a la formá-

is 

cion del quiste. Este proceso muy probablemente esta sujeto a una 

transcripción selectiva de genes (83,30-93). 

3.2. ENQUXSTAMIENTD DE ENTAMOEBAS Y ACANTHAMOEBAS. 

Muchas cepas de varias especies del genero Entamoeba se han 

aislado de animales infectados y actualmente pueden cultivarse 

axe'n i c ámente ñn vi tro (94-,95). Hasta hace poco tiempo so'lo en 

Entamoeba invadens podía inducirse la diferenciacion celular 

in vitro. 



Fero reci-nt^-snte Gaid-Fe^nancez et al., descuoneron un método 

pa ra i ncuc i r La i n i c i ac ion del enqu is tarr¡ i en to i r. y i tro de 

Hasta ahora se conoce muy poco sobre la actividad de RNA 

polimerasa de las especies del genero Entamoeba; sin embargo, 

esta actividad esta bien caracterizada en Acanthamoeba 

C a s t e l l ó n • un protozoario que pertenece al mismo orden de la 

especie amibiana que fus? utilizada como modelo (27,32.33.42,100. 

10; ) . 

3.3 LA R N A POLIMERASA DE ACANTHAMGEBA CASTELLANO. 

t n h c a n t n a m o e o a castel lani i como en todas las células eu-
/ 

carioticas estudiadas .hasta ahora, se han identificado tres tipos 

de RNA polimerasa: a) la I, con un peso molecular de SIS 000 U A 

. consta de 10 subunidades cuyos pesos moleculares varían entre 

10 000 y 185 000 U.A. : sintetiza principalmente RNAr, en una mez-

cla de reacción regulada a pH 7.9. Es resistente a 1 mg/ml de 

a1f a-aman i t i na (27); b) la RNA polimerasa II, pesa 530 000 U.A 

consta de 12 subunidades de 10 000 a ¡33 000 U.A. y sintetiza 

preferentemente RNAm (42); c) finalmente la RNA polimerasa III 

con un peso molecuIar.de 830 000 U.A. consta de 17 subunidades, 

cuyo peso varía entre 12 000 y 168 000 U.A., sintetiza h»«i-r.-LJCtSJ X ̂  fí| tí n ***" 
te RNAt (32). Todas ellas se han purificado en columnas de inter-

cambio ionieo (27,42,100.101). 
4. HIPOTESIS 

La actividad de RNA polimerasa se ha encontrado en todas las 

células donde se ha buscado, incluyendo el protozoario " 

Acanthamoeba castel lani i, cuyo orden Amoebida, es común al ge'nero 



Entamoeba (4,24,25,27,32,33,42,88,100). Anagogamente al diseñar 

este proyecto se esperaba encontrar y caracterizar la actividad 

de RNA polimerasa en extractos libres de trofozoítos de Entamoeba 

invadens. 

5. SECUENCIA DEL TRABAJO EXPERIMENTAL. 

El trabajo experimental se desarro1lo'en dos etapas. Duran-

te la primera se establecieron las condiciones para detectar y 

cuantificar la actividad de RNA polimerasa en extractos libres de 

trofozoítos de_E. invadens, fue'necesario adoptar y optimizar la 

mezcla de ensayo de A. castellanii (27,32,33) donde se consiguió' 

determinar la actividad de esta enzima. Una vez que se logro'de-

tectar actividad de RNA polimerasa en la fraccio'n nuclear de E. 

invadens se inicio' la segunda etapa del proyecto que consistio'en 

la caracterización de la actividad enzima'tica analizando el efec-

to de los siguientes factores sobre la incorporacion de H3H]-U'TP: 

a) temperatura, b) tiempo de incubación c) dosis de extractos a-

mibianos y concentración de los siguientes componentes de la 

mezcla de ensayo, d) concentración de substrato específico UTP y 

e) concentracio'n de C3H3-UTP que contiene el radioisótopo marca-

dor; ademas de pruebas de especificidad como el efecto de la con-

centración de RNAasa exogena y Actinomicina D sobre la incorpora-

ción de L3H3-UTP. 



6. MATERIALES. 

A) REACTIVOS. 

Los siguientes reactivos procedían de 1) sigma Chemical 

Company (Saint Louis, Missouri, E.U.A.): Trisma-base, Sacarosa, 

Seroalbúmina bovina (fracción v>, Lisozima de clara de huevo, 

Acido Desoxirribonucleico de timo de ternera, dextrosa, 2 Mercap-

to etano1 (2-M~Etol), Ditiotrei-tol (DTT); 2) de Productos Quími-

cos Monterrey S.A. (Nuevo León, Me'xico) ! Cloruro de sodio, Deso-

xicolato de sodio, Cloruro de potasio, Metanol. Acido clorhídrico 

Acido tr i c loroace't ico, Hidróxido de sodio; 3) de Harleco S.A. 

(Mexico, D-F.):Dextrano, Etilenglicol, Etilen-diamino-tetra-ace-

tato de sodio, Fosfato de potasio monobasico; 4) De Merck, S.A. 

(México, D.F.) Extran líquido, cloruro de magnesio, Floruro de 

sodio, 2,2-p-fenilen Bis-(5-feniloxazol) para mediciones de cen-

telleo (POPOP), Cisteína, Fosfato de potasio diba'sico, Ribonu-

cleasa pancreática bovina, Actinomicina D; S) de Packard Co. 

(Illinois, E.U.A.) 2,5-Difeniloxazol (PPO) grado centelleo; 6) De 

Fisher Scientific Company (New Jersey, E.U.A.) NaftalenoJ 7) De 

Calbiochem Co. (San Diego, Cal. E.U.A.); Guanidintrifosfato (6TP) 

Adenosintr i fosfato (ATP), Citidintrifosfato (CTP), Uridintri fos-

fato (UTP); 8) New England Nuclear Company (Boston, Massachusetts 

E.U.A.) Uridintrifosfato con tritio C ^HH-UTP 20.3 Ci/mol); 9) 

Paines and Byrne Limited (Greenford, Inglaterra): Panmede; 10) 

Biofluids Co. U.S.A.: Suero de caballo. 



7.METODOS 

7.1. METODOS GENERALES". 

7.1.1. Cultivos bacterianos axenicos 

Se utilizo' la cepa MX-384 «de E_. col i que caracterizo'y dono' 

a nuestro cepario el Dr. Fernando Bastarrachea Avila del Insti-

tuto de Investigaciones Biorne'dicas de la Universidad Nacional 
/ 

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

de la colec c ion Cold Spr ing Harbor. 

7.1.2.Cultivo de Escherichia coli cepa MX-384. 

Para cultivar axe'nicámente a las bacterias se empleo' caldo 

Luria CCL), cuya composición para 1 000 mi fue' la siguiente: 

Bac totr iptona 10.0 g; Extrac to de levadura 5.0 g; Cloruro de 

sodTft 0.~S gl "HídroxTcio de sodio 1 _N 2 mi y glucosa al 20% 10 mi. 

7.1.3. Preparación del medio de cultivo CL 

Se disolvieron los componentes en 980 mi de agua tridestila-

da y se ajusto' el ph de la solucio'n a 7.0 con NaOM 1 Nf se dis-

tribuyo* en matraces de 500 mi en alícuotas de 100 mi con tapones 

de algodón y gasa, se esteri 1 izo'en el autoclave a 121*C por 15 

min y se dejo'enfriar a temperatura ambiente. Se añadieron 10 mi 

de glucosa ester i 1 izada por f i 1 trac ion C Fi1 tros Mi 11ipore de 0.22 

pm de poro) a cada matraz. 

7.2 METODO DE CULTIVO DE ESCHERICHIA COLI CEPA MX-384. 

7.2.1. Cultivo de la cepa de referencia _E_. coli MX-384. 

Un matraz Erlen Meyer de 250 mi, con 50 mi de CL, fue' inocu-
4 

lado con una asada de JE. coli cepa MX-384 y crecido toda la noche 

a 31 °C con agitacio'n rotatoria de 300 rpm. 



7.2.2. Crecimiento de E_. coli cepa MX-384. 

Con 2 mi del cultivo inducido se sembró' un matraz Erlen-

Meyer de 500 mi, con 100 mi de CL este'ril. Con ello se obtuvo una 

dilución del inoculo de 1:50. Enseguida se determino'la densidad 

óptica de la suspensión en un colorímetro Klett-Summerson a 450 

nm. Esta determinación correspondí©' al tiempo cero del cultivo,' 

el cual se incubo'a 31®C con agitacio'n rotatoria de 300 rpm. 5e 

tomo' nuevamente la densidad o'ptica del cultivo a tiempos varia-

bles para determinar su crecimiento (Fig. 1). 

7.3. Cultivos Amibianos Axenicos. 

Se emplearon cultivos axe'nicos de trofozoítos de ia cepa P2 

de Entamoeba invadens, donada por el Dr. Rubén Lopez-Revi1la del 

centro de Investigación y Estudios Avanzados del Ins^ituto Poli-

técnico Nacional, departamento de Biología Celular. 

7.3.1. Cultivo axenico de la cepa PZ deJt. invadens. 

Para cultiva*4 la cepa PZ de Ê. invadens se empleo el medio 

de crecimiento TPS-1, descrito por Diamond (1968), del que se 

elimino' la mezcla vitamínica de acuerdo a la modificación de 

Lo'pez-Revi lia y Rodr íguez-Baez (1981). 

7.3.2. Preparacio'n del medio de cultivó para £. invadens, 
o 

c epa PZ. 

7.3.2.1. Medio basal (TP). 

Triptona £> Peptona de caseína 5.0 g; Panmede 10.0 g: D í+) 

glucosa 2.5 g; L-Cisteína 0.5 gj ácido asco'rbico 0.1 g; cloruro 

de sodio 2.5 g; fosfato de potasio monoba'sico 0.3 g; fosfato de 

potasio dibasico 0.5 g. Se disolvieron los componeni-es-sn 60 mi 

de agua tridestilada cáliente, se centrifugo' la solucion én tubos 
t 



cáiicos graduada**® dfe SO mi son tapón de rosca a 230 x g po* 
/) o - / m m a - de uescarto el precipitado y se ajusto' si pH de Xa 

solución sobrenadante a 7 J> zmi hidróxido de sodio 10 N y se 

aforó a 500 mi con agua tridestilada estéril. Con esta solucion 

se sirvieron: a) 11 mi en tubos para cultivo de 16 * 125 mm, de 

boros!X i cato, con tapón de rosca ÍCorningK b) SO mi en botellas 

de_60 ra para, cultivo de células CBeUctfXfc, con tapón de roses o 

c) > 500 mi en-fras-eos; pa-ra agitación ^magnética de- 2 000 mi de 

capacidad total C'Spinnsr", Bélico), se «stari fizaron en el 

autoclave a 121 *C por 1S tain-y se almacenado« a 26 °C hasta su uso 

por no mas de dos semanas, 

7.3,3..-Preparación y almacenamiento del suero de .caballo.. 

El suero de caballo congelado en frascos de 500 mi con tapón 
d e rosca» a® sumergió en baño de agua <BA> a 36 °C basta-destonge-

alarse, enseguida -Se calentó a 56°C por 30 min en Btí, se ,secaron 

las botellas por fuera y se distribuyo' el suero en alícuotas de 

•10 mi en tubos esterales de banoai 1 i cato de 16 x 100 mm, con ta-

-pon de rosca (Corning), ,8a irfcubarart las alícuotas a 37 *C por 5 

días para-comprobar su esterilidad y después -ge almacenaron a 
... o , -jl'-j w ñas ta «su uso. 

_ . .7 J3..4.. - Medi o .T'PS—J . 

tí medio completo TP8-3 se preparo' ha-s-ta el momento de eni-" 

pisarse. Se anadio' asep-ticamejite suero de caballo al medio basal 

IP a una conceritrac ion final de 3.'1& ÍV/V). 

7.3.5. Cultivo de }.a cepa dé referencia EL invadens • PZ. 

En 3-tubos para cultivo de 16 x 125 mm, de borosilaicato* con 

tapón' de;.rosca (Corning) con 11 mi de TPS-1 se inocularon en for— 



ma este'ril 1 000 amibas/ml y se incubaron a 25°C + \°C por nueve 

días, al termino de ¿stos, de ©1 roedor se hizo una nueva resiem-

bra . 

7.3.6. Preparación del amortiguador he fosfatos (PBS; 
Diamond, 1968K 

Componentes: Cloruro de sodio 6.5 g; fosfato de potasio di-

básico 2.8 gj, fosfato de potasio monobásico 0.5 g. Se mezclaron y 

dislovieron los componentes en agua tridestilada, se aj-usto'el pH 

a 7.4-7.5 con NaÜH I _N y se aforo7 la solucion a un litro. Se dis-

tribuyo' el PBS en botellas de dilución de leche <de borosi1icato, 

Corning) con tapón de rosca en alícuotas de 100 mi. Las botellas 

con PBS se esterilizaron a 121°C por 15 min y se almacenaron a 

7.3.7. Tratamiento del material para cultivo de amibas. 

El lavado de la cristaleria para cultivo comprendió' los si-

guientes pasos: a) enjuague por 12 h en una solucio'n comercial de 

hipoclorito de sodio diluida al 1% en agua corriente; b) tallado 

con escobillón; c) cuatro enjuagues con agua corriente; d) enjua-

gue pop 12 h e n acido clorhídrico ai. }%'r e) tallado con escohi-

llo'n; f) siete enjuagues con agua corriente; g) tres enjuagues 

COQ agua destilada; hí secad© a temperatura ambiente colocando el 

material boca abajo en canastilla^ metalicas. Los tubos y las bo-

tellas ya secos, con los cuellos y bocas de las últimas cubiertos 

con hojas dobles de papel aluminio^ Se hornearon a 200°C por 4 h 

y se almacenaron en gavetas cerradas. 

Las pipetas serologicas cortas (Bélico) y las pipetas 

Pasteur se lavaron de la siguiente manera; a) remojo en Extran 



líquido al 1% por 12 hj b) enjuague en lavador de pipetas (Sifón) 

por 30 min; c> remojo en mezcla crómica por 12 h; d) enjuague en 

sifón por 1 h; e} dos enjuagues por inmersión en agua destilada. 
4 

Las pipetas se secaron en el horno a 20a ° C" por 60 min, colocadas 

con la punta hacia arriba en canastillas meta'licas, se envolvie-

ron en papel aluminio y se esterilizaron en el autoclave; despues 

se llevaron al horno a 2 0 0 p o r 4 h. 

Los tapones de los tubos se lavaron en Extran líquido al 1% 

por 12 h. enjuague en agua corriente, remojo en ácido clorhídrico 

al 1% por 12 h, tallado- con escobillo'n, enjuague pór siete veces 

con agua de la llave y tres veces con agua destilada. Estos se 

dejaron escurrir para secarlos. * 

Los bulbos para pipetas serologicas y para pipetas Pastea-

se esterilizaron 15 min a 121 °C erf frascos? de vidrio cor»,hora 

ancha y tapa de rosca. Los bolbos contaminados con material bió^ 

lcígico se esterilizaron con autoclave por 20 mín, despues de la-

varlos como los tapones. 

7.3.8. Mantenimiento de la cepa de.referencia. 

La cepa de referencia se mantuvo resembrando 1 000 amibas/ml 

en tres tubos diferentes por vez., e inoculando los cultivos a 25 

°C + 1 *C por nueve días, al termino de estos se"observaron los 

cultivos con un microscopio invertido para comprobar su morfolo-

gía y movilidad. El mejor de estos fue'empleado para la siguiente 

resiembra. Se conservaron los tubos de la última resiembra hasta 

comprobar el crecimiento de los trofozoítos y la ausencia de 

contaminac io'n en los cultivos recie'n sembrados. L 



7.3.3. Propagación ce la cepa amibiana. 

Cuando se requirieran cultivos masivos -Cpara el "Sp.inner") 

estos se iniciaron a partir de un- tubo de referencia con 1.5 x id 

amibas/mi, para, tener mayor rendimiento de .material para los en-

sayos <. f rae c i on nuc iear) . 

7.3,10. Cosecha .de amibas. 

Esta se efectuó'mediante enfriamiento de los cultivos en 

a¡guar-hielo por 10 mira y centrifugación a -600 rpm por 15 min _a + 
© t 

4 Cj se desecho el sobrenadante y se obtuvo una pastilla de ami-_ 

bas, esta pastilla se lavo' dos veces con PSS repitiendo la cen-

trifugación a 600 *pm por 15 min a 4°C. L,as amibas ¡Lavadas fue-

ron utilizadas de inmediato. 

7.4. Método de ensayo para actividad de RNA polimerasa in vitro. 

Se utilizo' básicamente el método dé Spindler, et.al. 0378). 

EL volumen final de las mezclas de ensayo fue'de tOO jjb. 

7.4.1. Mezcla de .ensayo completa. 

Cada mezcla contenía! Tris-HCI 50 mM CpH 7.3 a 30°C ) ] 

2 mg/ml de seraalbtfmina bovina «fracción V); 2-nrercapto-etan®l 

4.0 mM; MgCl* 1.67 mMj NaF 6.25 mM; ATP,QTP,CTP 0.625 mM respec-

tivamente;. UTP 0.048 mM; DíMA de timo de ternera 0,33 mg/ml y 

. E'hU-UTP I |iCr, El orden de adición de ios componentes «te las 

mezclas d© ensayo fue'el mismo antes descrito. 

Se describe enseguida el método detallado de preparación de 

las soluciones, las cuales requirieron procesos de esterilización 

y almacenamiento diferentes, a fin de conservarlas por tiempos ' 

largos. 



7.4.2. Composición, preparación y almacenamiento de las 
spluciones. 

Estas son mezclas c o m p r a s de reactivos, muchos de ios 

cuales son termolabiles p se precipitan cuando se esterilizan en 

autoclave, mezclados con otros; por ello se elaboraron las solu-

ciones madre- por separad, y con e H a s !as soluciones ¿e trabajo. 

Se almaceno' independientemente cada reactivo y las mezclas de 

trabajo se prepararon inmediatamente antes de cada experimento. 

Cada uno de los reactivas fueron disue l tos en agua tridestUada 

estéril y se distribuyeron en tubos de boro.iUc.to con tapo'n de 

rosca de 13 x ,00 mm, en alícuotas de 2 mi, se esterilizaron por 

calor hu'medo los reactivos termoestables y por filtracio'n los 

termolabi Ies. Para esto u'ltimo se emplearon membranas (MiUipor. 

Corparation Bedford, Ma, E.U.A., de 2.5 cm de dia'metro y poros de 

0.22 ¡m. Los tubos se almacenaron a -20 *C individualmente con el 

nombre de la solucio'n, concentrac io'n y fecha d? elaboración res-

pectivos. La concentrac io'n de l,af soluciones madre ¡se ¿ndico'con 

un ̂ número seguido de una X Cp.e. 1Q significa que la concentra-

cio'n de una solucio'n dada era diez veces mayor que 1* concentra-

ción final de trabajo 1 X). 
4 

7.4.2,1, Amortiguador lisis CAL) para bacterias. 

Se integro'con las soluciones 1 a 3, las cuales se adiciona-

ron secuencialmente a la pastóla celular de los cultivos de E. 

coli cepa MX-384. 

Soluc ion 1 

Se formo' mezclando las soluciones lft¡ ibj 1C y agua trides-

tilada este'ril, en proporciones de 1:5:1 ¡3. 



Solución 1 A: Trizma base 0.1 _M pH 7.3 (1.21 g/100 mi) 

esterilizada en autoclave; solución IB: Sacarosa SO g/100 mi 

esterilizada por filtración; solución 1C: Cloruro de sodio 1.0 M 

C 5.84 g/100 mi) esterilizada en autoclave. 

Solución 2 

Resulto'de la mezcla de las soluciones 2A;2B;2C y agua tri-
destilada este'rilí 1:5! 1:6. 

Solución 2A: Trizma base 3.0 mM (36.33 g/100 mi> esteriliza' 

da en autoclave; solución 2B: EDTA 0.5 mM (18.61 g/100 mi) este-

rilizada en autoclave; solución 2C: Lisozima de clara de .huevo, 

40 mg/ml esterilizada por filtración. 

Solución 3 

Se mezclaron las soluciones 3A;3B;3C y agua tridestilada 
esteri 1; 2:2:1:5. 

solución 3A: Cloruro de sodio 5.0 (29.3 g/100 mi) esteri-

lizada en autocl&ve; solución 3B: EDTA 0.01 M (3.72 g/100 mi) 

esterilizada en autoclave; solucio'n 36: Desoxicolato de sodio 

0.8% (33.16 g/100 mi), esterilizada _por autoclave. 

7.4.2.2. Amortiguador de lisis (LT) para trofozoítos. 

Se mezclaron las soluciones 3C y 4, inmediatamente antes de 

usarse para preparar las solución de trabajo 1 _X_. 

Soluc io'n 4 

Resulto'de la mezcla de las soluciones 4A a 4F y 3C en las 

siguientes proporciones 1:1:1:2:4:1:1. Solucio'n 4A: Trizma base 

0.1 21 (1.21 g/100 mi) esterilizada en autoclave; solucio'n 4B: 

Cloruro de potasio 0 . 2 5 ^ (1 .86 g/100 mi) esterilizada en auto-

clave; solución 4C: Feni1-metano-sulfoniIfloruro CPMSF) 1.0 mM 



<17.42 mg/lQO mi > esterilzada por filtración; solución 4D: EDTA 

0.5 mM (18.61 mg/100 mi) esterilizada en autoclave; solución 4E; 

Glicerol al 50% <V/V> esterilizada en autoclave; solución 4F: Di-

tiotr-eitol <DTT> 5.0 mM C77.12 mg/100 mi) esterilizada en auto-

c1ave. 

7.4.2.3. Solución amortiguadora para el ensayo de la activi-

dad de RNA polimerasa (pí*e~mezela: Pm) i 

Se compuso de las soluciones 5 a la 12 las cuales se mez-

claron inmediatamente antes de usarse, para preparar la solucio'n 

de trabajo 1 X. 

Proporcion de las soluciones en la pre-mezcla; 1 vol. de 

cada una de las soluciones 5 a 12 y 3 vols. de agua tridestilada 

este'r il. 

Solución 5: Trizma base 1.0 _H <121.1 g/100 mi) pH 7.9. Re-

partida en alícuotas de 2 mi y esterilizada en autoclave; 

solución 6: Seroalbúmina bovina (fracción V> 40 mg/ml < 4 . g / 1 0 0 

mi) esterilizada por filtración y repartida en alícuotas de 1 mil 

solucio'n 7; 2-mer captó-e taño 1 0.08 M_<5.6 ml/100 mi). Repartida 

en alícuotas de 2 mi y esterilizada en autoclave; solucio'n Q¡ 

Cloruro de magnesio 0.0334Jj_ C3.18 jg/JlOO mi). Repartida en alí-

cuotas de 2 mi y Esterilizada en autoclave; solucio'n 9: Floruro 

de sodio 0.125 <0.525 g/100 »1>, Repartida en alícuotas de 2 mi 

y esterilizada en autoclave; solucio'n 10: GTP 0 . 0 1 2 5 ^ <0.74 

g/100 mi), CTP 0.0125 _M <0.70 g/100 ATP 0.0125 _M_ <0.76 g/100 

mi). Esterilizados por filtración y repartidos en alícuotas de 

100 JJI ; solución 11! Acido desoxirribonucleico <DÑA> de timo de 

ternera 6.6 mg/ml <0.66 g/íOO mi), disuelto en agua tridestila-



da ester i 1 y almacenada en recipientes estériles, en alícuotas de 

200 pl; solución 12: Ü3H3-UTP 20 JJC Í (200 pl/ml). Preparado con 

agua tridestilada estéril en condiciones este'riles y repartido en 
alícuotas de 200 jjl . 

7.5 Liquido de centelleo de Bray 

Se preparó mezclando los siguientes reactivos en el orden de 

aparición respectivo: 1-4 dioxano 300 mi; metanol 100 mi; etilen-

glicol 20 mí; PP0 4.0 g/l; P0PQP 0.2 g/1; naftaleno 60.0 g/I. Una 

vez disueltos completamente se aforo' la mezcla a 1 litro con 1-4 

dioxano y se conservo'a temperatura ambiente en un recipiente 
obscuro. 

7.6 Obtención de extracto bacteriano crudo (Ex 1>. 

El cultivo en fase estacionaria se congelo' rápidamente en 

hielo seco-etanol y se descongelo'a chorro de agua,la pastilla 

bacteriana fue' cosechada por centrifugación a 11 000 x g por 10 

m m ; esta fue' 1 izada (0.5 mi) por 1a adición secuencial de las 

soluciones siguientes! 1 mi de solución 1, a 0°C por 15 min; 0.25 

mi de solución 2, a 0°C por 5 min y 1.25 mí de solución 3, a 10°C 

por 10 min. De este extracto se tomaron 200 pl para cuantificar 

proteínas por el método de Lowry, et.al. (1351), el resto de la 

muestra se mezclo'con un volumen de glicerol al 25% se distribuyo' 

en alícuotas de 300 pl. Se conservo'a -70°C hasta su uso. 

7.7. Obtención de extracto crudo arnibiano. 

Para la obiencion de los extractos totales (ET) se prepara-

ron cultivos amibianos y se cosecharon por centrifugación. A una 

pastilla de amibas lavada,se le añadieron dos volúmenes de amor-

tiguador de lisis LT. Mediante un homogenizador de cristal 



con embolo de teí I^n El ver.."! em-potter . ac c ionsdo con motor a I 000 

-70 % y una extra de 200 papa cuantificar su contenido protei-

co por el método de Lowry, et al . ¡11 351 3 . 

7 . 8 . übtenc ion de la f raec ion nuc lear- '. s- W) amioiana c ruaa . 

Par a 1 A pur i f i c 3.,- I OR¡ par c i al de ios nuc I eo= OK trutozuii.os 

se cosecharon i3= afnids.s. se nomogemzaron sr¡ eos volúmenes oe 

sacarosa isotópica pH 7.4 (sacarosa, 0.25 NaCl, 0.01 jl; CaCla, 

0.005 M y MgC'lo. 6 H z0, 0.005 > . Se centrifugo' el homogenado en 

40 r>íl de sacarosa i so ton i ca pH 7.4 en tubos h al con de Su mi con 

tapón de rosca a. 2 000 rpm por 15 min y a 4*C. Fue' retirado el 

sobrenadante con. pipeta seroloqica y bulbo, se 1avo el prscipita— 

do if racc ion nuclear3 con 5 mi de sacarosa isotonica oh 7.4 en un 

tubo de boros i 1 i cato .= con i co, graduado, de 1 5 mi con tapón de 

rosca. La pastilla resultante se lavo' con 10 mi de KC1 0.15 M.* s & 

re suspendí o en ¿s m i sma soluc i on y se canx-r 17 ugo nusv3.í»=¡ ¡ ve =n 

iguales condic iones que antes. La pasti i la nuc lear así ootenxoa 

se i i zo' mediante ] .5 volúmenes de amortiguador LT y agitación de 

esta suspensión contra s¡l fondo del tubo con una p¡ i peta Pasteur y 

bulbo. El 1 izado nuclear se conservo' a -70 BC hasta su uso. 



DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA OBTENCION DE LA FRACCION 
NUCELAR DE ENTAMOEBA INVAOENS. CERA PZ 

Cultivo de Entamoeba invadens. cepa PZ 

por diez d'as y un inoculo de 1000 amibas/ml. 

Cosecha de amibas por centrifugación a 

600 rpnt/15 min/4°C 

Hontogenado de amibas 
Homogenizar en Saca-
rosa isotonica pH 7.4 
con un Elvehjern Potter 
< 60 golpes ) l 

Rendimiento por cuen-
ta del No. de amibas 
por mi en el hernocito-
metro 

08TENCION DE FRACCION NUCLEAR 
Centrifugación del homogeneado 
en 40 mi de Sacarosa isotonica 
pH 7.4 a 2000 rpm/15 min a 4°C 

I 
Sobrenadante 
idescartar) 

Fracción Nuclear Cruda 
Lavar con S mi de Sacarosa 
isoto'nica pH 7 4 y centrifugar 
a 600 rpm por IO min a 4*C. 

FRACCION NUCLEAR 
Lavar con KCl 0.1S M y 
centrifugar a 2000 rpm 
por 15 min a 4®C 

Sobrenadante 

(descartar) 

Sobrenadante 

(descartar) 
FRACCION NUCLEAR 

enriquecida con núcleos 

LISIS 0E FRACCION NUCLEAR 
Por la adición de 1 5 voi. 
de amortiguador de lisis para 
amibas I 

Probar actividad de 

RNA polimerasa 
Determinar concen-
tración de proteí-
nas 



7.3 Ensayo de actividad de RNA polimerasa in yi tro. 

La síntesis fue' iniciada a 30 °C con la adicio'n del extraed 

total o fracciones subceiulares amibianas. La reacción se detuvo 

al adicionar a cada tubo S mi de a'cido tricloroace'tico CTCA> al 

a 4 QC en agua-hielo. Las mezclas se filtraron a trave's de 

filtros de fibra de vidrio.. Whatman 6F/C de 2.4 cm de diámetro; 

los filtros se lavaron seis veces con TCA al S% a 4 *C y seis 

veces con etanol frío, se colocaron en viales de centelleo lí-

quido y se secaron al horno a 80 °C durante 60 min. Se añadieron 

5 mi de líquido de centelleo CBray). Las mezclas de centelleo 

liquido se dejaron en la oscuridad a 4°C por ]2 h La radiactivi-

dad incorporada al material insoluble en TCA se determino' en un 

contador de centelleo líquido TRACGR-5000, ajustado a 53% de 

eficíencia (Fig. 2). 

7 3 1. Actividad de RNA polimerasa bacteriana. 

En tubos de borosilic&to (Pyrex) de 12 x 75 mm (limpios y 

horneados) numerados en series de tres, se depositaron 55 jjl de 

xa ore-mezcla de ensayo y cantidades variables de la solucio'n LT 

para a .justar los volúmenes. En seguida se añadieron volúmenes 

variables de Ex 1 y se incubaron inmediatamente a 37*C en BA por 

20 min (Fig. 3) y hasta por 28 min en los ensayos efectuados con 

dosis constantes de Ex 1 (30 yjl) y tiempos de incubación varia-

bles (Fig. 4). 

7 3.2. Actividad de RNA polimerasa amibiana. 

En tubos de borosilicato de 12 x 75 mm (limpios y horneados) 

numerados en series de tres, se añadieron 55 de Pm y cantida-

des variables ¿de 0 a 25 pl) de LT, a menos que s e especifique 
i ' / «igun cambio en algún experimento. La reacción se inicio' por la 



adicion del extracto crudo amibiano o la fraecion subcelular e 

incubación a 30 C. La actividad de RNA polimerasa ?ueAdeterminada 

mediante la incorporación de ['HII-UTP a material insoluble en 

ácido trie loroace'tico de acuerdo al método de Lau, et.al. (1980). 

(1053 

7.9.2.1. Relación temporal del crecimiento de la cepa PZ de 

Entamoeba invadens a 25 °C en medio TPS-1. 

Se incubaron 39 tubos con TPS-1 fresco con 1 000 amibas por 

mi a 26°C por tiempos variables, de 0 a 12 días. Cada 24 h se 

eligieron al azar tres tubos para determinar el número de 

trofozoítos/ml. Despues fueron descartados, eligiendo otros tres 

para la siguiente determinación. La figura 5 representa el 
o 

promedio + desviación estándar (D.E.) de estas determinaciones. 

7.9.2.2. Relación entre la radiactividad asociada a material 

insoluble en a'cido tricloroacetico y la cantidad de extractos 

totales- de ~trcrfozüí tos de Entamoeba invadens, cepa PZ. 

En tubos de borosilicato de 12 x 75 mm esteriles y hornea-

dos, numerados en series de tres, se depositaron 55 jjl de Pm, 
o 

cantidades' variables (45 îl a O J J D de amortiguador LT y/o alí-

cuotas crecientes (0 a 45 jjlf de ET. Se incubaron por 20 min a 30 

*C en BA. La radiactividad incorporada a material insoluble en TCA 

se detrmino'de acuerdo a los métodos ya descritos. 

7.9.2.3. Relación entre la cantidad de proteínas totales de 

una fraec ion nuclear subcelular amibiana enriquet ida con nucleos 
y la incorporación de £3H]-UTP a material insoluble en a'cido 

/ trieloroacetico. 

Se inicio' la reacción mediante la adición por triplicado de 



cantidades variables de núcleos anúblanos, expresado corno 

cantidad de proteínas totales. El volumen de la mezcla de ensayo 

se ajusto a 100 îl con 55 ul de Pm, y volúmenes variables del 

amortiguador Í_T. Los tubos se incubaron a 30°C en BA por diez 

n-un. La reacción se detuvo como se ha descrito previamente. La 

radiactividad incorporada a material insoluble en TCA se cuanti-

fico de acuerdo a los métodos ya descritos. 

7 9 2 4. Relac ion entre la cantidad de proteínas totales de 

la fracción nuclear amibiana y la actividad de RNA polimerasa. 

Se añadieron por triplicado cantidades crecientes de proteí-

nas de la fracción nuclear (de 0 a 125 pg) a tubos que contenían 

55 pl de Pm. Los volúmenes se ajustaron a 100 JJI con LT y se in-

cubaron a 30°C por diez minutos. Se detuvo' la reacción y se de-

termino' la. radiactividad incorporada a material insoluble en TCA. 

7.3 2.5 Relación temporal de la actividad de RNA polimerasa 

de Entamoeba invadens• cepa PZ a 30°C. 

En tubos de bcrosilicato se sirvieron por triplicado 55 yjl 

de Pm, 20 jjl de amortiguador LT y 25 yl de la fracción nuclear 

con 112 5 jjg de proteínas totales. Se incubaron a 30°C por tiem-

pos variables de 0 a 20 min. Se detuvo la reacción y se determi-

no' la radiactividad incorporada. 

7.9.2 6. Relación de la concentración de UTP y E^HU-UTP 

sobre la actividad de RNA polimerasa amibiana. 

En mezclas de ensayo con 50 yl de Pm y 25 ¿il de fracción 

nuclear (114.25 pg de proteínas totales) y cantidades variables 

de E3 HÜ-UTP, de 1 a 4 jjCi y de UTP de 0.043 mM a 0.625 mM. Se 

incubaron a 30°C por 10 min. 



7.9.2.7. Relación entre la temperatura y la síntesis 

n v t r o de RNA am i b i ano . 

-Las mezclas de reacción contenían 50 jjí de F'm, 20 pl de una 

solución de E'HÜ-UTP con 0.20 5 mí de UTP 0.577 mM y 65 

,IG de proteínas nuc leares, todo ajustado a 100 jjl . Las mezc las se 

incubaron por 10 min. a temperaturas variables, entre 15 y 30°C. 

7.3.2.8. Respuesta temporal de la actividad de RNA polimera-

sa de Entamoeba invadens• cepa PZ a 25*C. 

En mezclas de ensayos con 75 yjl de Pm y 25 ¡¿l de fracción 

nuclear (67.5 pg de proteínas totales). Se incubaron a 25#C por 

tiempos variables de 0 a 15 min. 

7.9.-2.3. Efecto de la ribonucleasa pancreática bovina, sobré 

el RNA ambiano neosintetizado. 

A las mezclas de síntesis pre-incubadas por 10 min a 25°C se 

añadieron 2 Unidades Kunitz de ribonucleasa pancreática bovina 

CIO ¿jl de una solución con 20 pg/ml). Las mezclas se reincubaron 

a 25°C por tiempos variables, entre 0 a 90 min y se determino' la 

radiactividad incorporada a material insoluble en TCA. 
7.3.2.10. Efecto de la Actinomicina D sobre la síntesis de 

RNA amibiano. 
A las mezclas de reacción se agregaron cantidades variables 

de Actinomicina D Centre 0 a 20 ¿jg) y se determino' la radiactivi-

dad incorporada a material insoluble en TCA, despues de 10 min de 

incubacion a 25°C. 



Los reì=ul t-aooij. oh "tenidas •avi* el promedio de t 

S-. "i • •* • Ralacion "tempora 1 del c r=c imiento ds b=chsr i c h i • 

La e ''¡a 3 4 os . '-> 11 LTSC io Ü Í S™ sn u s 1 uo L u r i a y si 
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.ncuoac ion a -j i con 

scitac ion rotator ia de 300 rpm a una dilucion -da inocuio de 1 ;i 

8.1 . 2. Heiacion temporal del crecimiento de 1a cepa PZ de 

— , / n - ' incremento os si numero ae aroioas sn cuitivo axenico ev 

incubación, en un lapso de diez días. No presente' fase de adapta— 

cio'n <Lag); lo cual indica que las amibas se encontraban en ópti-

mas condiciones f isiológicas. El máximo rendimiento obtenido, con 

un inocu1o de 1 000 amibas/mi se reqistro' a1 onceavo día con una 

densidad de 1.47 x 10*± D.E. 0.14 x 10* amibas por mi <Fig. 5-)-. 

Aún c ¡jando la ac t i y idad d-e RNA polimerasa es ub í cuota , en 

invadens no se ha descrito y no se conocían las condi-

ciones da ensavo oara determinar su actividad ín vitre 
fs ••*=•' "ecesar io diseñar, una mezcla de ensavo oartiendo de alguna-

va descrita para detectar la actividad homologa de un organismo 

fi'.cgeneticamente cercano a Entamoeba. Elegimos la mezc Ha de-en-

sayo para la actividad da RNA poi i raer asa del protbzoar io 

Ac3-TT.hamoeba castellani i . Como no fue' factible -obtener una cepa 

certificada .de A_. castel lanif, qué rros "Sirvierá comcí^Éestigó en 

cada experimento, durante el desarrollo de este trabajo -fue-jae-
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Iac ion lineal a LA tíos 13 QS prot-sinas Dacter xanas ñas ta por 5¡7 
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La actividad de RNA polimerasa bacteriana se incremento li-

nea imente con respecto al tiempo de incubaeion en la mezcla de 
_ - .. 1— r-iiií A _ — — — i " *¡ —. 4 -¡ anSüVO C'-=ra Xa. ATíri ¿m-te' « = <=>. Qteí rl . í.o3vCí íoüí i « 

ífiin. í_a incorooracion máxima fue' de i 3 635 ± 1 521 dpm con 655 

jja de proteínas t-o taie=>. v M q . 4.) . 

8.1 . 5 . Reíac ion entre i a rao iac t i v i dad asoc i ada a mat-er i a i 

la cantidad de extractos totales de trofozoí 

Al intentar detec tar_ ac ti vi dad de RNA pulimer«sa en ti. ae 

.nvadens, ceoa PZ en la mezcla de reacción para A. castsllanii 

en vez da incorporación de C*H3~ÜTP se encontro'una disminución 

asintotica de la radiactividad basal en los filtros de fibra de 

vidrio con respecto a 'la cantidad de material amibiano. Esta 



disminución fue equivalente ai 83% ae la radiactividad a t r a p a d 

-i nesoec íf ica-mente fen Los -f lít-rtos C-FÍ& . S? . *t:omo lo3 

la ir.cubac ion de las mezclas- de ensavd fueron contrarios a los 

esperados. Es decir como se obtuvo una f une io'n de pendievfte" ne-oa^ 

ti va. en vez de posi t iva. con respec to fe. la- cantidad de extrae tos 

sfivibianos totales añadidos , se dec ¿dio anal izar la t racc ion nu— 

clear. rica en RNA polimerasa y relativamente sscsss de aetivida-

8.1.6. Relación entre la actividad de RNA polimerasa amibia— 

na y la cantidad ae nucieos, expresada como masa us proteina= to— 

fue posible detectar actividad de -RNA pul imerasa en 

mezcla de ensavo para ñ. castellani!. La incorporación de 

l 3 H 1 -U T P a material insoluble en TCA mostro' una relacio'n lineal 
f , , / 

con respecto a la cantidad de núcleos, hasta cun jjg de proveí 

ñas totales CFig. 7>, a los 10 min de incubacio'n a 30 . La ma-

xima incorporación fue'de 300 ±. 600 dpm. 

8.1.7. Relación temporal de la actividad de RNA polimerasa 

amioiana. 

La incorporación de t*H1~UTP a material insoluble en TCA se 

incremento'rapidamente en el primer minuto de incubación, seguido 

de una meseta entre 1 y S min y despues dismihuyo notablemente 

hasta que, a los 20 min la radiactividad èra sólo el 43% con res-

pecto a la incorporación maxitaá alcanzada en el TSfíiaer minuto 

CFig. S) . La máxima incorporación alcanzada en este án^lisis fue 

de 2 300 + 480 dpm*. Seis veces menor que la RNA polimerasa de 

E- coli detectada en la misma mezcla 



3.1.8. Incremento de- la actividad de RNA polimerasa amibiana 

con respecto a la cantidad de C 3HJ-UTP y UTP. 

Al aumentar la concentraron de UTP frío a una concent-racion 

equimolar con los otr os nucíeót i dos (O 625 mM) y la de L3 H 3-UTP, 

en las mezclas de ensayo se incremento'cuatro veces la incorpora-

ción de C3H3-UTP al material insoluble en TCA en una forma pro-

porcional a la cantidad disponible de radiactividad. Con 4 ^Ci 

por 100 jAl la incorporación de E3H3-UTP fue'de 4 200 dpm: con 

respecto al experimento de la Fig. 7 la actividad de RNA polime-

rasa se incremento'al doble ai aumentar la concentración de UTP 

frío y cinco veces al sumar a la modificacion anterior un incre-

mento de 3 jjCi de C 3H1-UTP <.Fig. 3?. 

y "'.8. Relación entre la temperatura y la síntesis in v 11 r o 

de RNA amibiano. 

Bajo las condiciones encontradas en los anteriores ensayos 

se incubaron las mezclas de ensayo a temperaturas variables y se 

encontro que la actividad de RNA polimerasa amibiana depende cla-

ramente de la temeperatura. Se observo'su maxima actividad a 25°C 

con una incorporación de l 3Hj-UTP a material insoluble en TCA de 

casi 5 000 dpm. La variación de + 2*C resulto'en una disminución 

de la incorporación equivalente al 60% con respecto a la incorpo-

ración máxima. A 20°C la actividad fue'30% mencr que a 25*C y a 

3o°C correspondio' el 70% con respecto a la observada a 25*C. 

L« maxima actividad de RNA polimerasa (4 7b4 £ 734 dpw> 

ocurrió a 25°C con 65 yjg de proteínas nucleares totales y 10 min 

de incubación <Fig. 10). 



8.1.10. Relación temporal de la actividad de RNA polimerasa. 
/ a 

l_a i n c opo r a c i o n de E 3 H j - UTP a raa te r i a 1 i n so 1 ub le en TCA raos -

iro una tendencia lineal con respecto al tiempo ente O y 10 min 
* - o - - / 

de incubación, a ¿5 U con b7.5 jjg de proteínas nucleares totales 

(Fio. 11). La máxima incorporac ion fue' de 4 000 dpm. 

ts. 2 t-sKüv í s~ IC i QhD 

Para determinar si el material asociado a la radiactividad y 

reienioo en ios filtros de fibra as vidrio era realmente RNA sin-

tetizado de novo-se analizo'; a) el efecto de la r ibonuc leasa pan— 

r s=ft-ics bovina sobre la c an t i dac de dpm asociadas al material 

insoluble en TCA. una vez terminada la incorporacion para la hi-

potética síntesis de RNA y b> el efecto de dosis variables de 

Actinomicina t>> - un inhibidor de la RNA polimerasa - sobre la 

cantidad de dpm asociadas a material insoluble en TCA, cuando el 

antibiótico se incubo' junto con las mezclas de ensayo. 

8.2.1. Efecto de la ribonucleasa pancreática bovina sobre la 

radiactividad asociada a material insoluole en TCA. 

Al incubar las mezclas de ensayo par-a RNA polimerasa amibia— 

na bajo las condiciones.previamente establecidas y reincubarlas 

en presencia de cantidades variables de ribonuclasa pancrsatica 

bovina se observo'una disminución lineal de la radiactividad 

precipitada con TCA con respecto a la cantidad de la hidrolasa 

añadida. Con 30 jjg de esta enzima la radiactividad disminuyo' un 

802 con respecto a los controles no tratados (Fig. 12). 

8.2.2. Efecto de la ftctinomicina D sobre la síntesis de RNA 

amibiano. 



Al incubar las mezclas de ensayo, en presencla de cantidades 

var iables de Ac t inoro i c m a D se encontro' una disminuc ion a s m t ó t i-

ca de la radiactividad asociada a material insoluble en TCA. El 

ef ec to inhibi tor 10 más notable ocurr i o' con 2 pg/1 00 jj 1 (40%) 

josis mayores resu1taron en inhibiciones menos aparentes. La in-

hibici on roa'-: i ma ID C U r r i O' C on 20 pg/100 yl i 30%) y la radiactividad 

incorporada a material insoluble en TCA correspondio'al 20% de la 

i nc urporada por los cont-roles no tratados (F ig . 10) . 



MIN DE INCUBACION 

Figura 1 Relacidh temporal de crecimiento de ^ohorinhia 
coli. cepa MX-384 a 31°C. Cada punto representa 
el promedio de tres experimentos independientes 
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Figura 2, Diagrama de flujo para la. cuantificacion de la 
síntesis de RNA in vitro. 



Figura 3, Relación lineal entre actividad de RNA polimera-
sa y la cantidad de extractos totales de 
Escherichia coli, cepa MX-384 a 37°C. Cada punto 
representa el promedio de tres experimentos in-
dependientes , 
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Figura 4. Relación temporal entre la actividad de RNA poli. 
merasa de extractos totales de Escherichia coli, 
cepa MX-384 a 37°C. Cada punto representa el pro 
medio de tres experimentos independientes. 



Figura 5, Relación temporal del crecimiento de la cepa P7 
de Entamoefra invadens en medio TPS-1. Cada punto 
representa el promedio de tres determinaciones 
independientes. 
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Figura 6« Relación entre la radiactividad asociada a mate-
rial insoluble en acido tricloroace'tico y la can 
tidad de extractos totales de trofozoítos de 
Entamoeba invadens, cepa P7. experimentos prelimi 
nares. Cada punto representa el promedio de tres 
experimentos independientes. 
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Figura 7. Relación entre la cantidad de proteínas totales 
de una fracción nuclear subcelular amibiana en-
riquecida con núcleos y la incorporación de 
3 > £ H]-UTP a material insoluble en acido tricloro-
acetico. Cada punto representa el promedio de 
tres experimentos independientes. 



MINUTOS DE INCUBACON 

Figura 8, Relación temporal de la actividad de RNA polime-
rasa de Entamoeba invadens. cepa ? Z . a g r u p a c i ó n 
de tres experimentos independientes.k 20®C 

JM81/1016; JM81/10E8; JM31/1016-10Í-8 



4 200 

3 000 -

o 1800 * 

600 -

0 

CONCENTRACION DE CHü-UTP (JJCÍ/IOOJJD 

Figure 9. 
«i 

Relación de la concentración de UTP y [_ H]-UTP, 
sobre la actividad de RNA polimerasa amibiana a 
25°C» Promedio de tres experimentos. 
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Figura 10. Relación entre la temperatura y la incorporación 
7 

de Hj-UTP a material insoluble en acido trido 
roace'tico por una fracción nuclear subcelular de 
gntamoeba invadens, ceps P7. enriquecida con nu— 
cieos. Cada punto representa el promedio de tres 
experimentos independientes. 
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MINUTOS DE INCUBACION A 25°C 

Figura 1£. Disminución de la radiactividad en el material 
insoluble en acido tricloroace'tico, por efecto 
de la ribonucleasa pancrea'tica bovina. Cada pun 
to representa el promedio de cuatro experimen— 
tos independientes. 
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ni Arcn. lo de dob HX^riniüntos independientes. 



9. DISCUSION 

Entamoeba invadens ss un protozoario parásito del intestino 

He reptiles. Constituye un buen modelo para estudiar diversos 

aspectos relacionados con la biología molecular de la diferen-

ciación -celular» porque esta especie es unicelular, su cicAo 

bioloaico consta de solo dos fasesí trofozoítos y quistes y por-

que puede cultivarse axe'n i cántente (35) e inducirse stj eoquista-

miento in vi tro (97,38) bajo condiciones bien controladas _ .Du-

rante la,diferenciación de trofozoíto a quiste .hay síntesis pre-

ferencia! de ciertas moléculas, lo que facilita el estudio del 

control de la expresio'n genica para la implementacion de un nota-

ble v único evento: La morfoge'nesis de la pared quistica y espe-

cíficamente la síntesis de quitina, que constituye la mayor parte 

ie dicha estructura. 

El modelo experimental que se desarrollaren e'ste trabajo se 

baso' en el descrito por Spindler et.al. (27). Consistieren la 

detección y caracterización de la actividad de RNA polimerasa en 

extractos libres de trofozoítos de cepa PZ de jE. invadens, esti-

mada como incorporacion de radiactividad a material «precipitable 

en TCA al 5% y retenida en filtros da fibra de vidrio., despues de 

incubar el material biosintetico en presencia L3Hj-UTP. Para evi-

tar el efecto indeseable de ribonucleasas y proteasas <106^107), 

se utilizo''exclusivamente la fracción nuclear para los ensayos 

Debido a que la actividad de RNA poiimerasa de invadens 

no se había descrito hasta ahora, no se conocían las condiciones 

de ensayo para la transcripción in vi tro. Por ello fue'necesario 

diseñar una mezcla de snsa^j. partiendp de ^a fiesccit^ pasa 
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E. coli y qua la incorporaiión de E3 HI-UT? en éste modelo depen-

de E. invadens con esa misma mezcla. Para asegurar la calidaa aei 

j. i_ ̂  _ t -, ̂  _ -, -. 4 - i 1 i--i de los resultados, las ami — 
mattìr ¿ a i uílui'jQli-O y t a -_'.'!)! j.-s». !_= i. A a-.-! •— -•— — 

b = <= =s r-^erK^r-r; ^n evpnnencial tardía y se observaron en 

fresco con un microscopio estándar, para descartar contaminaciones 

con otros microorganismos. Los cultivos amibianos no presentaron 

fase de adaptación CLag) durante su crecimiento axenico, lo cual 

indicó que las células se encontraban en óptimas condiciones fi-



-r,i ine^ass con extractos totales amioianos en la mezcla de ensayo 
^ .. __ .„_4,.._4. -„..-.„i. _ __ j.;. 

a _ , . • ' i '-iter carsibie ei l ri J por -niarog«no no rauiaLii vo y que superase 

/ ; v^pcjQ ¿a detección de su incorporan ion ai fiNM o por un enmascara— 
. . - • _i . -s — + -. f >->-. ^ -.«. * + -.« 

e=te oroblema se decidio' eliminar la mayor parte QS proteínas in— 

especificas y actividades indeseables trabajando exclusivamente 

' * —i T Este efecto fue' deoendiente de1 tiempo de mcubac1on y de -a 

, / _ 3, j-, , _ 

esperada. Sin embargo la maxima incroporaclun ue l mí vi. s* 

canzo' rápidamente (en el primer minuto de incubación) y la incor-

poracion de radiactividad a material insoluble en TCA fue' mas ba-

ja de lo deseable (dos veces mayor que la basal). Como ello po-

dría" deberse a que la mezcla de ensayo no contenía la cantidad 

suficiente ds UTP, tanto frío como marcado con tritio, se decidió 

probar el efecto de la concentración de ambos reactivos. Se ob-

servo' que al aumentar la concentración de UTP frío de 0.048 mM a 



O 062S mM Y C^Hl-UTP de 8.3 nCi/jj 1 a 40 nCi/;jl se incremen-

taron cinco veces las dpm incorporadas, del material al RNA 

neo-sintetizado. Una vez que se logro'aumentar la eficiencia del 

modelo y de que se comprobo' la confiabiIidad del modelo de ensa-

vo, se analizo'el efecto de la temperatura de incubación sobre la 

síntesis de RNA. Se eneontro' que la RNA polimerasa de invadens 

tiene una clara dependencia por la temperatura, con un margen muy 

estrecho de variación (0.5°C); se observo'su maxima actividad a 

25 °c. lo cual inc identalmente coirtcidio' con la temperatura óptima 

de crecimiento de esta especie amibiana (38,83). Por otro lado, 

la RNA polimerasa de E_. invadens mostreé una dependencia lineal 

con respecto al tiempo de incubación, entre 0 y 10 min. 

Para de te r m i na r si la r ad i a c t i v i dad aso c i ada aI ma te r i a1 

insoluble en TCA al 5% era realmente RNA neo-sintetizado, se ana-

lizó el efecto de la ribonucleasa pancreatica bovina sobre la ra-

diactividad incorporada a material insoluole en TCA y de la Acti-

no m i c i na D (un inhibidor de la RNA polimerasa), añadida a las 

mezclas de ensayo antes de la incubación. En el primer caso se 

encontro' una disminución lineal de la radiactividad atrapada en 

los filtros (27,32,53) y en el segundo caso se observo'una dismi-

nución asinto'tica de la radiactividad asociada a material insolu-

ble en TCA con respecto a la concentración de antibiótico 

(43.77%). La inhibición parcial de la síntesis de RNA in vitro 

por la Actinomicina 0, no es sorprendente porque en otros^muchos 

organismos este antibiótico no inhibe totalmente la transcripción 

in vitro (36,37,76). Las observaciones anteriores pueden inter-

pretarse como sigue: La ribonucleasa hidrolizóel RNA neo-sinte-
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iabl~ er la natural5za v específica de especie, los siguient.es 

«•jSfi'ipiCs ilustran lo anterior; Drosophi la mal anooaster '23° l < Jl 

Placenta huma na 379C Í. .JS > , A c A.G I-e 11 an 11 00°.; C 27 'Í . B suc. * i 11 s 

35 °C U08). ĵ . f,:ij 37 °C í 1 09'?.. núcleos de hígado ae rata 37°C 

'•23), células embrionarias de Xenopus leavis 30°C (28, 104) y 

£• invadens 25°C (este trabajo). 
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Podría estudiarse la transcripeion de Entamoeba histolytica; la 

cual presenta muchas similitudes con E. invádeos, incluyendo el 
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