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RESUMEN 
asta traca o se describe por primera vez un modelo expe-

rimental in vfltro para analizar la actividad de RNA polimerasa de 
-a cepa PZ de E tai» aba invadens Ademas se analizo y caracteri-
ÍZO la actividad de RNA polimerasa de E i vadata. cepa PZ. cul-
tivada en condiciones axénicas Para ello se establecieron las 
condiciones para determ nar y cuantificar la actividad de RNA 
polimerasa en extractos ¿ibres de trofozoítos de E invadens. Una 
vez que se log^o' detectar actividad de RNA polimerasa en la frac-
c-cfa nuclear de ̂  nvadens se determino' el efecto de los siguien 
tes factores sobre dicha actividad' a) temperatura, b) tiempo oe 
incubación, c) dosis oe extractos amibianos v d) concentración de 
UTP y c'rlD - UTP en la mezcla de ensavo. 

La RNA polimerasa de E. invadens, cepa PZ , tiene las 
siguientes características* 1) es dependiente de la dosis de ex-
tracto, 2) del tiempo y 3) de la temeperatura de incubación, 4) 
se Inhibe casi totalmente por efecto de la Actinomlcina D y 5) es 
crioestable 

•.as condiciones de ensayo definidas en este traba.io para RNA 
polimerasa de jí invadens cepa PZ, fueron las siguientes: i) tem-
peratura de lrc*á>acicfti 25°Cj ii) tiempo de incubación máximo 10 
m*n. iii) concentración de UTP no marcado. O 626 mM, iv) concen-
tración del substrato radiactivo <E a H3 - UTP 20.3 Ci/mmol ) 4 
^iCi/100 y v> dosis de extracto amibiano t equivalente a la 
cantidad total de proteínas de la fracción nuclear) de 67.5 yjq. 

El uso del modelo experimental aquí descrito posiblemente 
permitirá' incrementar el conocimiento sobre l w factores qu#" 



regulan la expresión genle* girante la diferenciación da E 
lnvadens; También podría emplearse para analizar san detalle los 
mecanismos de control de*la expresión genlc* durante el enquic-
ian lento de _E. invadens. que constituye un nodalo de estudio de 
diferenciación celular relativamente simple. 



I INTRODUCCION 
El proceso de *ranscr ípcion genica se define cofeo* la trans 

Te encía de la i-Tormac-óh del ONA codificada corr3 secuencia de 
oe» xirr bonucleotiaos monofosfato a una secuencia complemer-
tana de rioonucl eos idos monofosfato en el RNA 

Este proceso depende basicamerte de la actividad de las RNA 
pol'merasas y su control constituve un inportante paso en la mo-
rtulac oh de la expresión aenica Lo cual* a su vez, reoula direc-
tamente la síntesis ae proteínas C traducción > e ínairectamen-
te todas las funciones celulares Por ello,la transcripción qeni-
ca es un sistema pleiotrópico de regulación. 

2 ANTECEDENTES GENERALES 
E~i t9SS se descubrió' en extractos de Azobacter v nelandu 

• • § 

una enzima capaz oe sintetizar RNA, la cual no requería DNA como 
molde, la polinucleo'tidG fosforilasa. hasta ahora únicamente de-
tectada en bacterias. Esta enzima no requiere DNA y puede bajo 
ciertas .circunstancias sintetizar in vitro RNA o bajo ciertas 
otras degradarlo. Fue' un elemento ae fundamental importancia para 
decifrar el código oenético Cl-5) . En 1959 Weiss y Gladstone 
laentificaron en híoado'de rata otra enzima que sintetizaba RNA. 
con propiedades bioquímicas diferentes a la polinucleótido fosfo-
rilasa* la RNA polimerasa (6). En. ese año Weiss encontró que las 
células de diversas clases y especies también poseían actividad 
de RNA polimerasa (7). Algunas de ellas fueron las siguientes: i) 
células hepáticas y de timo de ternera y cerdo, i¿> células de 
rata obtenidas de hígado en regeneración y iii) células ascéticas 
de ratón Esta primera etapa de investigación de los mecanismos 
de la transcripción culmino' en 1960 con el hallazgo de Hurwltz, 
et al. quienes demostraron que la a c n ^ ^ H- pplimerasa 



es dependiente da DNA 8> A part de entonces se ha obten do 
**£»a ran cantidad© di 1 ormae óhj " a lo» ada c n ia ubiqu aatí da 
es a actividad enzima tica y de si* astructu * y 'unción 

ac vidad de f&IA polimerasa deperid anta oe DNA es la res-
ponsab * oe transer • r la in o M ion oenica almacenada en el 
OKA a una oleen1» de SNA <S- 2. 

a s/ntensi» de R» A es un proceso muy comple o v relativa-
nte te poco conoc oo que consta de cuatro etapas principales i) 
se ección y activación del fcit o de iniciación en el molde ii> 
in c*ación n i ) alaroam ento y iv) terminac ón 0,12-14); en la 
priTera la RNA ponmerasa se une al molde de DNA, localiza un si-
tio específi o íel promotor. que sufre un cambio conformacional> 
en -el cual puede iniciarle la transcripción (9, 15). Durante la 
iniciación la enzima cataliza la reacción de un ribonucleósido 
trifosfato punco con otro ribonucleósido trifosfato cualquiera, 
oriainando un dinucleósido tetrafosfato CpppPupX» que permanece 
fuertemente unido al complejo DNA—RNA polimerasa CIA, 16-1S); En 
el alargamiento,la RNA polimerasa transcribe la secuencia de DNA 
insertando al dmucleósido tetrafosfato ura molécula de uridina 
moocfosfata <IMP> por cada adenosina monofosfato CAMP> localizada 

frerte a la RNA polimerasa, una de ouanosina monofosfato CQMP) 
» 

por cada citidina monofos'ato CCMP), una adenosina monofosfato 
CAMP) por cada timidir^ monofosfato- i MP> y una citidina monofos-
fato CCMP) por cada guanoalna monofosfato CSMRy El po^inucleotl-
do se forma mediante enlaces fosfodlester 3*-OH, Sf-P04 da tos 
nucleótidos contiguo« 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, esta puede ser dependiente 



¿al factor ftho f o independiente de C 9-22/ 
2 1 CLAS* xwAC DN DE LAS RNA POLIMERASAS 
En 1370 Reader y Rutter identificaron en ce ulas 

«ucarióticas tres formas de RNA poliaerasa con propiedades 
cromatooraficas v actividades catalíticas características, a las 
cuajes íes llamaron RNA pollmerasa I II y III, respectivamente 
<23> Estas activiGades pronto se identificaron en una gran 
variedad de céiuias procariótlcas y eucariótrcas Ccf 24-31) Se 
han descrito funciones y propiedades especificas para cada una de 
las tres variedaoes de RNA polimerasa de las células eucarióti-
cas: a) la RNA pollmerasa I transcribe fundanenta roerte RNA 
ribosoraal CRNAr) y es resistente a altas concentraciones (1000 
jjg/ml) de xa micotoxina conocida como alfa-*manitina, b) la RNA 
polimerasa II transcribe principalmente precursores de RNA 
mensaiaro CRNAm y su actividad se inhibe casi totalmente con 
concentraciones badas C2 yjo/ml) de alfa-amanitina y c) la RNA 
polimerasa III preferentemente transcribe RNA de transferencia 
(RNAt) y RNAr 5S La inhiben concentraciones intermedias (500 
jja/ml) de al*a-a»anitina Ccf 9, 24-35), La actinomicina D y el 
acido aurmtricarboxílico son otros antibióticos que inhiben la 
transcripción a una dosis de O 2 a 50 ¿ia/ml y 5 yjg/ml 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 
(14, 35-38). Algunos metales divalentes como el plomo, cadmio, 
cobalto y cobre tambióñ inhiben esta actividad. 



2 2 ESTRUCTURA BASICA DE LAS RNA POLIMERASAS 
_a RNA D0ii-ivsí*asa ae las bacterias estudiadas nasta añora es 

una t-iO cenzima cqn estructura cuaternaria compleja; su peso 
molecular es oe 500 000 U A.; esta' compuesta por un núcleo y 
va-ios factores El núcleo de RNA polimerasa de Escherichia coli 
esta compuesto por cuatro subunidades (protomeros) dos alfa, una 
beta y una beta prima <_a beta prima tiene un peso molecular 
aproxinraco de £0 000 de 150 000 la beta y de 40 000 cada una de 
¿as cadenas alfa £16» 39-41). 

Las lsoenzimas de la RNA polimerasa de los organismos 
eucarióticos. hasta añora estuaiados, están formaaas por un 
número mavor de protómeros que La de los procariotes, de 5 a 17 
aproximadamente <24-27. 30, 42). Todas las RNA polimerasas 
(procarióticas y eucarióticas) poseen dos subunidades de peso 
molecular alto <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. 
El funcionamiento específico de la RNA polimerasa esta 

sujeto a un comolejo mecanismo de control en el que intervienen 
a"an cantidaa de factores. Algunos oe ellos son los siguientes; 
i) secuencias nucleotídicas especificas en el DNA hacia el extre-
mo 5* del sitio de iniciación,que ejercen distinta acción sobre 
2a eficiencia y/o selectividad de la transcripción (15/ 45-53), 
además ae el efecto de potenciación Cenhancer) descubierto inde-
pendientemente en los laboratorios de J. Banerlj y P. Chambón,en 
'981/y posteriormente en ptros (46, 54-57); 11) unión reversible 
de proteínas al DNA como; las proteínas nucleares acídlcaa invo-



lucradas en ¿a regulación selectiva de la transcripción ge'nica y 
las histonas, proteínas básicas í1ucl«ares consideradas cómo inhi-
bidores no específicos de fc* transcripción <45. 58-63*; iii) meti 
laciórt sle bases nucleotídicas, principalmente citidín-monofosfato 
en ¿a posicion 5'y en algunos casos adenoslna monofosfato en la 
posición 6' estimulan o inhiben 1» transcripción (63-65)j iv) 
asociación de polipe'ptidos al núcleo da la RNA polimerasa* í 12,20 
66-71 % sa han descrito un gran número de ellos, mencionaremos al-
gunos más adelanta¿ v) hormonas esteroideas y no esteroideas¿ 
virtualmente todas las hormonas han sido implicadas en esta face-« 
ta de regulación incluyendo -aquellas que actúan vía AMPc y GMRc, 
como mediadores intracelulares i 15,72-77); vi-5 iones meta'licos; 
cationes divalentes. como Mn-w-, Mg+t, Ca++, Zn++# que intervienen 
como activadores <10,36) y iones da metales pesados Pb++, €d++ 

i 
que actúan como inhibidores o' represores transcripcionales: en 
las secuencias de DNA humano y de ratón para metalotioneína 
"(46,73), y en DNA de timo da ternera y del fago T-4. 

2.4.' PEPTIDDS REGULADORES ASOCIADOS A LA RNA POLIMERASA. 
La iniciación da la transcripción en sitios específicos es 

indudablemente un paso clave en el control de la síntesis del RNA 
mensajero eucariótico; para su estudio se han desarrollado siste-
mas de transcripción vitro muy diversos, estos son más difíci-
les de manipular que los sistemas bacterianos porque la eficien-
cia de iniciación transeripcional ir] vitro de células eucarióti-
cas es menor que la de las bacterias. La eficiencia transcripcio-
nal de células eucarióticas en modelos in vitro puede mejorarse 



si se usan extractos celulares crudos o factores proteicos (Sp 1, 
Sp 2) purificados de éstos. En extractos celulares de células 
HeLa se encontraron factores proteicos estimuladores y/o selec-
cionadoras de promotores durante la. iniciación de la transcrip-
ción (53,59-61.79)1 estos factores forman complejos de pre-ini-
ciacióh estables con la región promotora y aseguran una adecuada 
y eficiente iniciación de la transcripción, tales factores so? 
muy diferentes a los de los procarlotes. 

En procarlotes la actividad sónica ademas de ser regulada -
nivel de iniciación de la síntesis de RNA puede ser controlada * 
mediante modulación de la terminación de la transcripción a tra-
vés de-factores próteicos CS-10,3-1 ;pN,Rho) <19,20,90)." Uno de 
los factores de regulación de la actividad de la RNA polimerasa 
de células procarióticas es el factor sigmk que tiene un peso 
molecular de 36 000 U.A., determina la uniô i específica de la 

i 
enzima durante la fase de iniciación y la dirección de la sínte-

« 1L 
sis del RNA durante el alargamiento (9,69,81). En Eschsrichia" 
col_i se identifico' otro'compónente, el fator-Rho, que parece es-
tar implicado en el proceso de terminación ya que en su ausencia 
la longitud de los mensajeros sintetizados in vitro es muy va-
riable (20.21). 

En coli se indentificaron 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 -la síntesis de 
RNAr en plantillas de DNA de E. Coli, esta actividad también la 
presenta la Q p replicas»; ii) el factor M (FM*8S OOOWncrementa 
la frecuencia de iniciación sobre el DNA de E." coLi .y l o s _ f - -



74 v- T7 ; i i i > el factor Y 1 CPU 95 000) estimula la iniciación 
específica sobre moldes de E. col i y los fagos Lambda y T4: iv> 
el factor CSA (PM 45 000) provee sitios de unión pari la trans-
cripción específica de operones sensibles a represión- por catabo-
lito sobra DNA del fago recombinante 80 Laci v) los factores H 
ÍH 1, H 2,. PM 10 000) en moldes de fagos Lambda V T4 y el factor 
D CPM 12 000) sobre DNA de E. coli y los fagos Lambda y T7 pro-
mueven sitios de unión para la transcripción específica. El fac-
tor L (PM 150 000X estimula la transcripción por el núcleo de po-
limerasa sobre moldes de E. coli y del fago T4 (57,58). En 
Bac illus subtilis se encontraron tres peptidos (sigma 55,sigma 37 
y delta 21) que se asocian al núcleo de polimerasa; el factor 
sigma 55 tiene una función similar a la del factor sigma de E. 

» ~ — 

coli 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 da polimerasa E y el factor sigma 55) y los promotdres en 
el DNA (82). 

A pesar de la impresionante lista de factores asociados 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 gen i c a. Los cuales, a su vez son sólo un elemento da Los 
que depende el correcto funcionamientp de una de las funciones 
celulares da mayor importancia biológica: la transcripción genica. 



2.5. TRANSCRIPCION Y DIFERENCIACION. 
La función génica selectiva tiene un papel importante en la 

diferenciación celular. La diferenciación es la transformación de 
una célula en otra u otras morfológica y funcionalmente diferen-
tes. La diferenciación puede ser considerada como un proceso en 
el cual la información génica pre-existente se expresa en forma 
diferente en células que contienen genomas idénticos, mediante 
una secuencia definida de activación y/o represión £e genes- Por 
lo tanto, la diferenciación celular implica la síntesis preferen-
cia! de algunas proteínas específicas (83-87). Flickingtfr y cois. 

• en 1955 encontraron un incremento en la capacidad transcripcional 
de la cromatina durante los diferentes estadios del desarrollo de 
gastrula de rana a larva (84). 

Los experimentos mas reveladores sobre el papel concreto de 
la transcripción en el desarollo se refieren a los efectuados en 
ratas con hepatectomía parcial por Church y licCarty, donde encon-
traron evidencias de que el estaSo inicial de regeneración paree« 
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 1982 con núcleos aislados de 
Dictyostelium dlscoideum, donde encontraron que aproximadamente 
2 000 a 3 000 mRNA4s regulados CRNAs del estado de agregación) 

~ son inducidos cuando las amibas forman agregados multicelulares. 
El nivel da la mayoría, de estos mRNA's regulados es reducido por 
disgregación de las amibas v restaurado por AMPc (86). 



3. ANTECEDENTES DIRECTOS. 
3.1. REGULACION DE LA EXPRESION QENICA EN ENTAMOEBAS. Un 

modelo relativamente simple para al estudio de la regulación de 
la expresión geni ta. 

Cos protozoarlOs del góhero Entamoeba se caracterizan por 
tener dos estados Morfológica y fisiológicamente distintos: uno 
móvil, el trofozoíto y otro inmóvil, el* quiste. A este genero per-
tenecen prácticamente todas las especies de amibas que habitan en 
et~ Intestino de los metazoarios (89-90). 

El ciclo biológico del ĝ Viero 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 
haces. ííf" después de cierto tiempo son ingeridos por un nuevo 
huésped, en el intestino grueso se libera una amiba metaquística 
tetranucleada que finalemente se divide pn ocho trofozoítos pe-
queños; en el proceso de enquistamiento el trofozoíto pierde su 
movimiento pseudopodal característico originando formas redondea-
das u ovaladas (los prequistes), hay una disminución en la velo-
cidad de síntesis de sus productos (RNAs) y acumulación de gluccr-
geno. Después sintetiza una pared celular y da lugar a la forma-
cio'n del quiste. Este proceso muy probablemente esta sujeto a una 
transcripción selectiva de genes (83,90-93). 

3.2. ENQUISTAMIENTO DE ENTAMOEBAS Y ACANTHAMOEBAS. 
Muchas cepas de varias especies del genero Entamoeba se han 

aislado de animales infectados y actualmente pueden cultivarse 
axónicamente in vitro (94,95). Hasta hace poco tiempo sólo en 
Entamoeba invadens podía inducirse la diferenciación celular 
in vitro. 



* 

Pero recientemente Said-Fernanoez et al. descubrieron un método 
para incucir la iniciación del «nquistamiento ¿n vitro de 
Entamoeba histolytica <96-99). 

Hasta ahora se conoce muy poco sobre la actividad de RNA 
pol imerasa de las especies del genero Entamoeba1 sin embargo, 
esta actividad esta bien caracterizada en Acanthamoeba 
castellanii, un protozoario que pertenece al mismo arden de la 

* 

especie amibiana que fuó utilizada como modelo (27,32.33,42,100* 
101). 

3.3 LA RNA POLIMERASA DE ACANTHAMGEBA CASTELLANII. 
En Acanthamoeba castellanii Como en todas las células eu— 

carióticas *?tudiadas hasta ahora, se han identificado tres tipos 
de RNA polimerasa: a) la I, con un peso molecular de $15 000 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 \ mg/ml de 
alfa-amanitina (27); b> la RNA polimerasa II, pesa 530 000 U.A., 
consta de 12 subunidades de 10 OOO a 193 000 U.A. y sintetiza 
preferentemente RNAm <42); c) finalmente la RNA polimerasa III 
con un peso molecular de 630 000 U.A. consta de 17 subunidades, 
cuyo pesq varía entre 12 000 y 169 000 U.A., sintetiza básicamen-
te RNAt (32). Todas ellas se han purificado en columnas de inter-
cambio ionico <27,42,100.101). 

4. HIPOTESIS 
La actividad de RNA polimerasa se ha encontrado en todas las 

células donde se ha buscado( incluyendo el protozofcMo " " "** 
Acanthamoeba castellanii, cuyo orden Amoebida, es -común al. oenero-* 



n 
Entamoeba <4,24,25,27,32,33,42,89,100). Análogamente al diseflar 
este proyecto se esperaba ¿encontrar y caracterizar la actividad 
de RNA polimerasa en extractos libre«« de trofozoítos de Entamoeba 
invadens^ 

5. SECUENCIA DEL TRABAJO EXPERIMENTAL. 
El trabajo experimentad se desarrollo' an dos etapas. Duran-

te ¿a primera se establecieron las condiciones para detectar y 
cuantlflcar la-actividad de RN0, polimerasa en extractos libreq de 
trofozoítos de _E. invadens, fue' necesario adoptar y optimizar la 
mezcla de ensayo de castellanii (27,32,33) donde se ponslguio' 
determinar la actividad da esta enzima^ Una ve^ que se logro' de-
tectar actividad de RNA polimerasa en la fracción nuclear de E. 
invadens se inicio' la segunda etapa del proyecto -que consistía en 
la caracterización de la actividad enzimatlca analizando el efec-
to de los siguientes factores sobre la incorporación de EaH3-UTP: 
a) temperatura, b) tiempo de incubación e) dosis de extractos a-
mibtaños y concentración da los siguientes componentes de la 
Mezcla de ensayo> d) concentración de substrato específico UTP y 
e) concentración de E9HJ-UTP que contiene el radioisótopo marca-
dor} ademas de pruebas de especificidad como el efecto de la con-
centración de RNAasa exogena y Ac^inomlcina D sobre la incorpora-
ción de ÍSH3-UTP. 



6. MATERIALES. 
A) REACTIVOS. 

» 

Lo« «iguientas reactivos procedían de 1> signa Chemical 
Company (Saint Louis, Missouri, E.M.A.H- Trisma-base, Sacarosa, 
Seroalbúmina bovina (fracciem VÍ, Lisozima de clara de huevo. 
Acido Desoxirribonucleico de timo de ternera, dextrosa, k Mercap-
to e taño 1 t2-M-Etol>, Ditiotrei-tol (DTT)J 2) de Productos Quinti-

m 

eos Monterrey S.A. (Nuevo Leon, México): Cloruro de sodio, Deso-
xicolato de sodio, Cloruro de-potasio. Metanoi, Acido clorhídrico 
Acido trie lòroace't ico, Hidroxido de sodio; 3) de Harleco S.A. 
(Mexico, D.F.5¡Dextrano, Etilenglicol, Etilen-diamino-tetra-ace-
tato de sodio. Fosfato de potasio monobásico; 4> De Merck, S.A. 
(Mriiíico, D.F.J Extran líquido, cloruro de magnesio* Floruro de 
sodio ir 2,2-p-fenilen Bis-(S-feniloxazol ) para mediciones de cen-
telleo (POPOP), Cisteína, Fosfato de potasio dibasico, Ribonu-
cleasa pancreática bovina, Actinomicina D; 6) de Packard Co. 
(Illinois, E.U.A.) 2,S-Difeni1oxazo1 (PPO) grado centelleo; G) De 
Fisher Scientifie Company (New Jersey, E.U.A.) Naftaleño; 7) De 
Calbiochem Co. (San Diego, ©al. E.U.A.): Quanidintrifosfato (QTP) 
Adenosintrifosfato (ATP), Citidintrifosfato (CTP), Uridlntrifos-
íato (UTP); 8) New England Nuclear Company (Bostón, Massachusetts 
E.U.A.) Uridintrifosfato con tritio E *H3-UTP 20.3 Ci/mol); 9) 
Paiñas and Byrne Limited (Greenford, Inglaterra); Panmede; 10) 
Biofluids Co. U.S.A.: Suero de caballo. 



7. METODOS 
7.1. METODOS QENERALEST 
7.1.1. Cultivos bacterianos axenicos 
Se utilizo' la cepa MX-384 de E,. coli que caracterizo'y dono' 

a nuestro cepario el Dr. Fernando Bastarrachea Avila del Insti-
tuto de Investigaciones Biome'dicas de la Universidad Nacional 
Autónoma de Mexico. Esta cepa deriva de la cepa CSH-41 da _E. coli 
de la colección Cold Spring Harbor. 

7.1.2.Cultivo de Escherichia coli cepa MX-384. 
Para cultivar axenicamente a las bacterias se empleo'caldo 

Luria (CL), cuya composición para 1 000 mi fu^ la siguiente; 
Bactotriptona 10.0 g; Extracto de levadura S.O gí Cloruro de 
sodlO 0.3 gj "firärö&rao de sodio * U 2 mi y glucosa al 20* 10 mi. 

7.1.3. Preparación del medio de cultivo CL r 
Se disolvieron ios componentes en 980 mi de agua tridestila-

da y se ajuste/ el pH de la solucicfa a 7.0 coiTTMaOH' 1' f¡y se dis-
r 

tribuyo en matraces de 500 mi en XIfttfttaü ~3e 100 ml con tapones 
de algodón y gasa, se esterilizo'en el autoclave a 121#C por 15 
min y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se añadieron 10 mi 
de glucosa esterilizada por filtración (Filtros Milllpore de 0.22 •Pa JJB» de poro) a cada matraz. 

7.2 METODO DE CULTIVO DE ESCHERICHIA COLI CEPA MX-384. 
7.2.1. Cultivo de la cepa da referencia E_. coli MX-384. 
Un matraz Erlen Meyer de 250 ml, con 50 ml de CL« ?ue'inocu-

lado con una asada de coli cepa MX-384 y crecido toda la noche 
a 31*C con agitación rotatoria de 300 rpm. 



7.2.2. Crecimiento de E. coli cepa HX-384. 
Con 2 mi del lultivo Inducido «e sembro* un matraz ^rlen^ 

Meyer de 500 mi, trbn 100 ml de CL fester11. Corf elle se obtuvo una 
dilución del Inoculo de 4 ¡BO: Enseguida se determino' La densidad 
cotica de la suspension en xirf colorímetro Kiett-¡Summ»rson- 4 450 
nm. Esta determinación forreâpondlcf al tiempo"Cero del 'feultivd? 
el Cual fed incubo' a agitación rotatoria de 300 >pm. Se* 
tomo' nuftvkmehte la densidad optica del tultlvb k tiempbs Varia* 
bles para determinai su ̂ reclmienttf ìb . 

Cultivos Amibianos ftxe'rïicos. 
Sè emplearon Cultivos axeni'cos rde ̂ r&fozcftds de ïepa FZ° 

de Entamoeba invadens. donada por el Dr. Ruben López-Revilla del 
centro de Investigación ty Estudié Avanzados del 5ntf.itiH.CrFoli-
tecnici NafciOnfcî, departamento âe Biología ÊeltJÏaS. 

1. Cul i ivo axenUô 'de ̂tf £epa PZ dê EÍ Snvàdens. 
Pat-i tuitiva? la tepa PZ de _E. invadens se empierei feed id 

¿te crecimiento TPS-1, descrito por Diamond del que se 
eliminóla mezcla Vitamínica âe tCueráo a îa ftodifi catión dé 
Ldpez-Revilla y Rodríguez-BaeZ 1198t >. 

Preparación del medio de cultivó pari E_. Invadens. 
cepa PZ. 
7.3.Í.I. Medio basal <TP>. 
TriptoftA b Peptona de taseííia*5.0 g? Paftmede I t f B g; D W 

glucosa 2.i |í t-Cistelna rfì acido ascòrbico 0.1 gf^cìritm 
de sodio è.è4 g? Y ostato de potasio monobasico 0.3 g ; fosfato de 
potasio diba'sitfe Û.S g. Se èfisolVieV-on ios fcomponentas-an E0 ml 
dé aguá trudestiladà ^llëtitd; se centrifugo' ÎU solución itftuboi 



cónico» graduadados de 50 mi- con tapón de -rosca a 230 « g poi* 15 -
min a 4°C. Se descartó el precipitado y se ajusté el pH de la 
solución sobrenadante a 7.0 con hidróxido de sodio 10 N y se 
aforó a 500 mi con agua tridestilada estéril. Con esta solución 
se sirvieron: a) 11 tubos para «ultivo de 16 * 12S mm, de 
borosilicato, con tapón de Tosca (Corning), b4 50 ia 1 en botellas 
de 6Q mi para cultivo de células CBellcofei» con tapón de rosca o 
O 3 500 mi en-frasEos- para agitación magnética det-2 000 mi jde 
capacidad total ("Spinner", Bélico)* se esterilizaron en el 
autoclave a 121 #C por- 15 min y se almacenaron a 26*C hasta su uso 
por no mas de dos semanas« 

7.3.3. Preparación y almacenamiento del suerq. de .cabal lo 
El suero de caballo congelado en frascos de 500 mi con tapón 

de roscaF se sumergió' en baño de agua CBA) a 36°C hasta desconge-
larse, enseguida se calenté a 56•c pon 30 min en BA, se secaron 
las botellas por fuera y se distribuyo' el suero en alícuota» de 
40 mi en tubos esteriles de borosilicato de 16 x 100 mm, con ta^ 
PÓn de rosca CCorning). Se incubaron las alícuotas a 37®C por 5 
días para comprobar su esterilidad y después se almacenaron a 

-20#C hasta su uso, 

7.3.4. Medie TPS-4 
El medio completo TPS-1 se preparo' hasta el momento de em^ 

plearse. Se affadio' asépticamente suero de caballo al medio basal 
TP a una concentración final de 9.1* (V/V)k 

7.5.5. Cultivo de la cepa dé referencia E_. invadens, PZ. 
En 3 tubos para cultivo de 16 x 125 mm, de borosilicato, con 

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



*a esterftl l 000 amibas/ni r- «o incubaron a 2 5 ¿ 1«C per hueve 
0¿as; a» tara incide ¿stos,d* ék mefr»-** hizo una Hueva revienen 
b r á o 

7.8.6. Preparación del amortiguado» fce fosfatos «PBS? 
Diamondp i 9683ta 1 

«^Componentes* Cloruro de »odio 8.Brfl;*fosfafco de potaslwfltes 
básico 2.8 g* fosfato dt potasio monobásico 0.5 g. Se mezclaron y 
dlslowleron los componentes enjagua trfrdesfciiada* M aíustoí-el pH 
a y.4-*7.5 con NaOH * _N p-ve aforé la soluciona an ftttro* CeAdis» 
tribuyo' el PB3 efa botellas de dilución de lactwoCde beroséltcata, 
Corning» ton tapón de rosea en alícuota* de^OO mldaLas botellas 
don PB8 se esterilizaron a 121°C por 15 min y se almacenaron a 

T. 8.71 ¿Tratamiento del »atería 1 para cdltivd de amábase 
El lavado«, de-- la cristalería para «al*4«oscomprendéoH losbvi-

gufcentes pasosr ¿> enjuague poi(otl*M*eB ana soluclon ¿comer e#al de 
hlpoclorlto tte sodio diluida al IX en agua corriente; b) tallado 
con esc6blllon$ eft cuatto enjuagues coa agüe corriente; d> enjua-
gue poa ta Ja en a'cidoeolonh/driao ai IfífrteJu-'taliadfc too escobar« 
tlo'nf- f> aírete enjuagues pon agua *orrt&eate$dg> ¿ves enjuagues 
Con agua destilada; h% secada a temperatura ambiente veo lo cando el 
material boca« abajo en"canast£lla* meta'lica«3«to».. tubos f las bo-
tellas 

ya secos i feonp&os cuellos -f bocaa^de ¿as pítimas au^lertos 
con hojas dobles de pape* aluminio* Se hornearon a -200°C^por»4 h 
7 M almacenaron^en gavetas £erradas. 

Las pipetas sepológicas cortas CBe^iceV y la« pipetas 
Pasteur se lavaron de la siguiente manara; a) remojo en Extran 



líquido «1 IX por 12 h; b) enjuague en lavador de pipetas (Sifón) 
por 30 mln; e> remojo erffaezcl'a- crómica paf 12 h¡ d) enjuague en 
sifón- h? e* dos %n?uague#tJ» ̂ ttihiMlái =ttrf agua -desafiada. 
Las pipetas se secaron en el homo * 20Cf poi* 60 ifní colocadas 
con la punt* hacia -arriba «en tanastllIarf° W t icate, %nvül^e-
ron en" papel aluminio y u esterilizaron en el autoclave; despues 
se 1 levaron al tíorno 200 *fc por 4 h. 

tos- tapone* de tos tubos *e la varar* en Extrrfif--líquido Al 1* 
por 12 fc, enjuagué eñ aguá tdWiwnte, remojo en Aldo clorhídrico 
fcl 1* i&or̂ ia h, %alled&?fenr estobmórb ertjuagürf̂ tffî sî te vetes 
«ort agua de&la llaves y tres Vecetftort- agua-destilad*. Esto* *e 
dejarorÉ fcscurrispara secarlos. 

Los bulbos pará pipetas serolc^jicas y para pipetas Pasteui* 
sefesteriHza?dn fcrMrasco«4dé vidF16 íon.btxcaJÍ 
ancha -f *ap£ de tosca. fcbs^bülbOB «otltapiñados fon ftatAcial 
5ógiccr%e esterilizara« lEbff"auldclafe *>cff feQF«lftf después de la-
varlos ¿orno los taponas. jjx* 

Harrfceni H i en ta de la ttopaSda-aefé^encla* 
La sepa ctt referencia se mantuvo *i¡fesémbrantid taAbas/ml 

en tues tubo* diferentes por vez*-e inoculando lds*cull!£vbi e £5 
por nueve días, aí^Wrmiho déoslos «e^obsdrvki^ón los 

Cultivos cafl fim SlcroSsópio invertida* par a fcompíofoár feu1" iorfblo-
gí¿ t movilidad. El mejor de asttos empleado para la siguiente 
resiembra. Se ConserveroIri los tubo* de la 2ltimat^resiembra fiasít 
comprobar fif crecimiento de toé tréfózoítos f fa fcu*en£la dé 
contaminación en los cultivos recial sembrado«. 



7.3.9. Propagación de la cepa amibiana. 
Cuando se requerieron cultivo» masivo» -Cpara el "Sp.inner"), 

estos se iniciaron a partir de un tubo de referencia con 1 .5 x 10* 
amibas/mi, para teneT mayor rendimiento de material para los en-
savos -tfracción nuclear 

7.3.10, Cosecha ¡de amibaa. 
Esta se efectuó'mediante enfriamiento da los cultivos en 

- " agua-hielo por 10 mii* y centrifugación a 600 rpm por 15 jMt\ a, 
4*C¡ se desecho' el sobrenadante y ̂ e obtuvo una pastilla da ami-
bas, esta pastilla se lavo'dos vece» con PSS repitiendo la cen-
trifugación a 600 rpm por 15 min a AéC. Las amibas lavadas fue-
ron utilizadas de inmediato« _ «• - * 
7.4. Método de ensayo para actividad de RNA poldmerasa in vitro. 

Se utilizo'básicamente el método de Spindler* et.al. C197S). 
El volumen final de las mezclas de ensayo fue'de 100 ¿JI^ 

7.4.1* Mezcla de ensayo completa. 
Cada mezcla contenía! Tris-HCÍ 50 mJl <pH 7.9 a 3 0 ^ íj 

2 mg/ml de seroalbdmina bovina ífracción 2-mercapto-etanol 
4.0 mM; MgCl* Í.67 mM; NaF 6.25 mM; ATP,6TP,CTP 0.625 mM respec-
tivamente? UTF 0.043 mM; DNA de timo de ternera 0.33 mg/ml y 

.C®H3-UTP 1 JJCÍ r El orden de adición da los componente» de las 
mezclas de 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.Xomposici^ ©reparación »laacenamient* da U i 
«plucjonaa^ 

Esta« 9on pezc las coo^laj*« fie Reactivos* puchos 0a ¿os 
fi^le, aorv.¿ermolábiles p.se precipitan. fiando sa astarilizan an 
autoclave mezclados con otros; por alio sa elaboraron las solu-
ciones madr* por ¿eparadg jfecpg ella« ¿as poluciones «ta^r^baj*, 
gf alm^cenrf independientemente cada reactivo y las mezclas de 
trabajp se prepararon^nmacUatamenta antes- d* CAd» experimento, 
Cad» uno de los re^ctivc* fueron dipueltos e* Mua^ridestijad* 
e s W r U y " ^¿«trtbuwo^ en tubos de boros i ̂  cato «^tapc^de 
posea ¿3 y 100 mmA a* alícuptaa de 2 M esterilizaron por 
calor htímedc^los reactivos termoestablee y por filtracio'n los 
termolábiiesj para esto dltimq fe »mpl^rop yembrapaa XH|lA¿Rore 
porparation Bedford, lia, E.U.fí.y de 2.5 cm da dia'metro y poros de 
0.22 ¿ja, Loa tubos se almacena^ a -20#C ¿ndividMaJ.mente^op el 
nombre de 1* solycion4 cpnceqtrecicm % fecha d?¿elabora*!*^ res-
pectlvos; L4 poncantracjo'n ¿a¥ *oli<claW madr* fie ¿ndii^'con 
un primero peguidq de un« JL «ionif Icg que la concentra-
clon de una sol^ion ffcda erjt diez veces mayor que lg concentra-
clon £ln*l da ¿rabaiq 1 ¿ 

Z*t2»lp AmQrfciguadoi? ¿luis <ALJ para bacterias. 
Se integré con las soluciones \ a 3, las cuales se adiciona-

ron secuencia lamente » Ja pastilla cequia* de ¿os «ultivos da E. 
col!» capa MX—384« 

So^ueion J 
$e forme/mezclando las so*u&to{ies \q y agua triadas-

timada este'rilB en propprqtoTieq d* 



Solución ^ I E M b a n O . T^MpH «1.8» g/100 
ístef&llztfda en autoclavo; SO ludióla ÍB^-Sacarosa 60 g/lOO Mft 
esterilizada per filtraeionj soHiaión IGír^ioruPO^de- seÓto4ff. or̂ N 
C 5.84 00 ni) frster$lizada eft-autoclave* 

Solución 2 
Resulte/ de lacneacla-íde i es soluciones 2A;2B}2C°Jp agua tr±*~ 

derft ¿ladtffestórA fe r **5ílí*r»é 
Solución SAgwTtfcsma basa mM (36.33 g/100 «IfrsesterlHiza-

da en atiittttXavefMftoiución 2B& EDTA 6.5 mN »1 B.CI^g/tOO m O «ate* 
fillzada en aátoclave; solución 2C: Llsozima de clara de huevo» 
40 mg/ml esterí ldfceda po* filtras ion. 

Solucttó* * 
Se mezclaron las soluciones 3A)3B;3C y agua tridestilada 

esterifl 2:291»5. 
solución 3flTC> ©lor©ré de sodifi -6#4 _Ma><i2S. 8 g^YOO el* estar i-

§f±ada en autoclave^ solución 3BÍ EDTA 0?0f fr/lOC*»^ 
esterilizada en- autttclaver*so*ercifóh*98r J>esoxfccélat*cde sodió 
6.8« Í33.T6 g/l>eo al)9 esteriUzada_po* autoclaves 

2.dAmorfelguadefe^de lisia ¿LTfc para trefexoito». 
Se mezclaron ta* sól&t&ones dCMy 6y 4nmediatamente entes de 

usarse para prepara*- las saEucion de trabado • Jfc 
Solución 4Í 
VResulW tfe la meacl» d* las soluciones 1A i 4E y 3C tori las 

siguientes propbrtldhei :2:4:r:*¿ SolUción* 4A$ Vrizmá beseOO 
0.T ri tt*21 g/100 mi» esterilizada en autoclave?-solucion ̂4Bí*e 
Clürjurd de potasio 0.85 C«>?86 g/tOOonAd esterillada»en autd» 
elave{ BOIUC iófí 4Cí Fen i fe^aetiano-sulfeoÉl llorare 0BMSFH*»6 .gM 



$17>42 fcg/100*«1 *-estepi Izad* poref iltraüionf solueio'n 4DMETFA 
añ <*8.Gt «g/TOO ftf? •esterilizada mtí apta«1avef solución 4E: 

filttcerolfeStso» izada aA *ut©»la*aíosolucióh 4F«cD&% 

•iot*aM»ia«)m ^ Í O mM <77.12 eg/100 ni) esterilizada en auto-
clave. 

ablación amortiguadora ¿ara e» ensayo¿de ta atótivüe 
dad de RNA po ti maraca (pAmazela: ttl) 1 

Se Compuse* de laa «olu6ionés 5-a Xa Xa« sualetf se ftez¥ 
triaron tariediatamenté antea da osarseAapaisa prepara* lasotwción 
da t naba jo 

Proporción de las solucionas en- la pre-mezclar 1 vol. de 
cada Sna da 4as soluciones»« m 12 voisc da agua tridastilada 
esterTl. 

cSolución^Bi Trizmacfease _H UBlrt -<g/¥OQ mi) pH B.*̂  
partida en alícuotas 2 mi f esterilizada en Autoclave; 
•ofcucióft .*&{ £eroalbiimina twíirwX-f rae o ion tiV 40 mg/iol t4.iff >00 
al) -esterilizada pon, f iltpaclons? ««partida eo alíc-uotasiv-de í 
solución 7t 2-»ercaptó-etano|, fl?©0 ü O.-6 ai/iOQ aUicfteparfcida 
en alícuotas <de a «1 y: eaterl-fefcxada£>en*Autoĉ *ve& solución Bt 
Cloruro de magnesio ft.^0334 JL 18_g/>00 »1>* Repartida anralf* 
suatas da 2 ni j fraternizada m mu toe la ve 4» solución 8: dslorurovó 
de sodio1.25 M. 00.^25 g/1OOr^M voftepartida «q alícuotas de 2 al 
y esterilizada «en autoclave» solución l&fl 0.0125 (0.74 
9/100 ml>, CTB • -0125̂ J1 4039« g/100 ATR »-.OI 25 t0p76 «/100 
mlfr. Esterilizados pos füferaclenhp repartidos en alícuotas da 
í 00 jji) soHislón %1 laAcidosdesexifa&bonuclsico <Drta*nda «4ma*de 
ternera 6 Jé ag/ml K0.66 fl/K>G •lift/hdlsuelta en agua trMestila-



da esteri 1 y a Ina cena da eri recipientes «steri les» en alícuotas de 
200 pi j solución 1-2: C'HJ-UTP .20 JJCI <200 Preparado con 
agua tri destilada ester i 1 z&a eondi e i enes esteri tes ~y repartido en 
alícuotas de» 200 ̂rls* 

7 5 Líquido de centelleo de Bray. 
Se preparó Mezclando los siguientes reactivoe «niel orden -*Je 

aparición respectivo: 1-4 dioxano 300 «1; netanol 100 ni; etilen-» 
glicol 20 el; PPQ 4.0 g/15-POPOf* 0.2 g/lf naftftlano SO O g/1 Una 
vez di sueltos completamente se «for^ la mezrcl* a 1 tro con 1̂ -4 
dioxano y se conservo'a tQmpp̂ jfctura -ambiente en un recipiente 
obscuro. 

7.6 Obtención de extracto feaeteri-ano crudfr (Ex 1>. 
El cultivo en fas* estacionaria ae congelé? rapidamente en 

hielo seco-e taño 1 y. se descongelé -a chorro. agua,la pastilla 
bacteriana fue! cosechada por jentrifugarelón * 11 000 x g fior 10 
min; esta fue* liftada <0.5 «ir por la adición secuencia! de la4~> 
soluciones siguientes! \ ni de solución A, a 0*C pdf* TS min; 0.25 
mi de solución 2, a 0*C por B̂ feln y K 2 9 mi de solución a 10*C 
por 10 min-. De este extracto «e -tomaron 200 pl tfarar* cuantif itai-" 
proteínas por el metodo de Lowty? et al_ 31951), el resto def la 
muestra- se mezclo' con* un Volumen be gllcerol al ttW se disttibuyo' 
en alícuotas de ̂ 00 jjl. Se«*ònser vo¿a — h a s t a «ta uso. 

W.7* Obtencicfti de extracto- crudo amiblemó. 
P a r v U Obtención des líĤ efctrSrfrtbk -tomàie» ÍET>~ée prepari* 

foti cultivos amibiafios * se «o&ectmrt** pof̂ centf-iffugaéiíír»- Altana 
pastilla de à»lba#* levada,«e£ 1« *fWierbi**cÍE># «Bldmemeta de amor-
tiguador de lisie LT. Mediante un tkomogemzador de cristal 



con émbolo de teflon Élvemem-potter accionado con motor a t OOO 
-pm. se homogemzo' con 40 colpas de es» homogenaoo se hicieron 
ooservaciones directamente al microscopio en contraste oe fases o 
en campo claro de preparaciones teflidas con costal violeta para 
cescartar la posibilidad de contaminación con otros microoroanis-
H)OS 

El extracto obtenido se conservó en alícuotas de 600 /j1 a 
-70 y una extra de 200 /j1 para cuantificar su contenioo protei-
co por el método de i-owry, et al. <1951 > . 

7.S. Obtención de la fracción nuclear <FN> amibiana cruda. 
Para la purificación parcial ae los núcleos oe trofozoítos 

se cosecharon las amibas, se homogenizaron en dos volúmenes de 
sacarosa isotónica pH 7.4 «sacarosa, 0.25 M; NaCl, 0.01 CaCl», 
0.005 M y MgClt, 6 H*Q. O.OOS M). Se centrifugo'el homogenado en 
40 mi de sacarosa isotónica pH 7.4 en tubos Falcon de 50 mi con 
tapón de rosca a 2 000 rpm por 15 min y a 4*C Fue' retirado el 
sobrenadante con pipeta serológica y bulbo, se lavo'el precipita-
do «fracción nuclear) con 5 mi de sacarosa isotónica pH 7.4 en un 
tubo de borosilicato, cónico, graduado, de 15 mi con tapón de 
rosca. La pastilla resultante se lavrf con 10 mi de KC1 0.15 M, se 
resuspendio' en la misma solución y se centrifugo'nuevamente en 
iguales condiciones que antes La pastilla nuclear así obtenida 
se lizo' mediante 1 5 volúmenes de amortiguador LT y agitación de 
esta suspensión contra el fondo del tubo con una pipeta Fasteur y 
bulbo. El 1izado nuclear se conservo'a -7Q*C hasta su- uso. 



D1MRMM DE FUMI PAM Ut OBTENCKM CE Ut FRACCIGN 
WJCELAW OE EWFflWOBBft IHWMENn. CEFA PZ 

Cultlvo da gjtagbi Impana, capa PZ 
per dlac dfaa y vi inoculo da 1000 aib«M, 

da aalbaa per centri fi<gac ioti a 
«00 rpa/16 min/**C 

I 1 1 
IlDBoganede da aalbea Randinianto per cuan» 
HMganlaar en 8ace- U dal No. «te uibn 
ma iaouftiica pH 7 4 per •! en al h«nc<^ 
con un Elvahjaa Potter «atre 
< 60 golpaa ) 

OBTOCXON DB FRACCIGN NUOJEAR 
Centrifugaclan del hnaiiuiiiaaiHi 
an 40 al da Sacaroea ieetdSiica 
pH 7 4 a 2000 rp«/18 min a 

I ' 1 
ttobranadanta Pracclen Nuclear Cruda 
Cdeacartar) Lavar con 8 al da Sacareaa 

leetAilca pH 7 4 y centrifugar 
a 600 rpa per IO sin a 4*t 

I 1 1 
PRftCCUM MJCLEMR fìnhi aiiaUMila 

Lavar cen NC1 0.18 £y Cdeacartar) 
centrifugar a 2000 rpa 
por 16 »in a 4% 

Sebrenadept* 
(«incartar) 

PIMCCKM NUCLEAR 
anriquacida cen r̂ cl 

LISIS DE PRACCION NUCLEMR 
Por la adicfton da 1 E voi. 
da Marllgadar da Itala para 

Dtianlnar concen-
tracidli da protali 
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7* 9 Ensayo ̂ e actividad dm RNA poliseras* ¿tĵ  vi tro. 
La síntesis fue iniciada ^ 30 cor? la #dlcioti del e^rpctg 

total o fracciones subcerlulares anibianas. ^a reacción se detuvo 
al adicionar a cada tubo 9 n\ acido triclorpacetigo ÍTCAJ al 
B% a 4 °C en agua-hielo. Las «ezclas se filtraron a través de 
filtros de fibra de vidrio, Uhatn?n QF/C de 3.4 ce de diámetro; 
los filtros se lavaron seis veces cop TCA al 5* a 4 #C y seis 
veces con etanol frío« pe colocaron en viales de centelleo lí-
quido y se secaron al horno a 00 dC ¿jurante 60 min. Se añadieron 
6 mi de líquido de centelleo CBray). Las mezclas de centelleo 
líquido se dejaron en Ja oscuridad a 4*C por \2 h La radiactivi-
dad incorporada al material insoluble en TCA se determino' en un 
contador de centelleo líquido TRACQR-5000, ajustado a 53* de 
eficiencia (Fig 2). 

7 9 1 Actividad de RNA polimerasa bacteriana. 
En tubos de borosilicato (Pyrex) de 12 x 75 mm (limpios y 

horneaba) numerados en series de tres, se depositaron 55 pl de 
la pre-mezcla de ensayo y cantidades variables de la solucion LT 
para ajustar los volúmenes. En seguida se añadieron volúmenes 
variables de Ex 1 y se incubaron inmediatamente ? 37*C en BA por 
20 min CFig y hasta por 28 m m an los epsayos ^fectuadof con 
dosis constantes de Ex ¿ (30 ^ tiempos de ^ncubacion varia-
bles CFig. 4). 

7 9 2. Actividad de RNA E»limerasa amlbiana^ 
tubos de tooros^i^at^ d* J2 x "" «limpios fr horneados) 

numerados ê i series de tres, *e añadieron 55 pl de Pm y cantida-
des variables ¿de 0 a 25 |Jl> de | merjos gue se ^specifique 
algún cambio en algún experimento- U reacción «e Inicio por 1« 



adición dal extracto crudo amibiano ¿ la fracción subcelular e 
incubación a actividad de RNA pollmerasa fue^deterralnada 
mediante la incorporación de t*H3-UTP a material fnso^u^le en 
acido tricíoroacetico de acuerdo al método 

de Lau, et.a!. il980>. 
¿'ÍOS) 

Relación temporal deí crecimiento de la cepa P¿ de 
Entamoeba invaden» a 2 5 e n medio TPS-Í. 

Se incubaron 
tubos con TFS—l fresco con^T OOO amibas por 

mi a 26°C por tiempos variables, de 0 a l2 días. Cada 24 h se 
eligieron al azar (res tubos para determinar el número de 
trofozoítos/ml. Oespues fueron descartados, eligiendo otros tree 
parik la siguiente determinación. La figura B representa el 
promedio ± desviación estándar (O.E.> de estas determinaciones. 

7.9.2.2. Relación entre la radiactividad asociada a material 
insoluble en acido tricloroacético y la cantidad de extractos 
totaiss- Un trofoaüftos da Entamoeba invadens, cepa PZ, 

En tubos de boros!licato de 12 x 75 mm esteriles y hornea-
dos, numerados en series de tres* se depositaron 55 JJI de Pm, 
cantldadeW variables (45 Jjl a 0 JJ1> de amortiguador Lf p/o al?-
Cuotas crecientes (3 a 45 JJI) de E"f. Se Incubaron por 20 min a 30 
% en BA. La radiactividad incorporada * material insoluble en TCA $ . * 
se detrmino de acuerdo a los métodos ya descritos. 

7.3.2.3. Relación entre la cantidad de proteínas totales de 
una fracción nuclear subcelulav* antlbiana enriquecida con núcleos 
y la incorporación de C*H3-UTP a material insoluble en acido 
Cricloroacetlco. 

de inicio' fa reacción mediante la Adición por' triplicado de 



cantidades variables de núcleos anúblanos, expresado como 
cantidad de proteínas totales. El volumen de la Mezcla de ensayo 
fea "CyiiBto a 100 ̂ il con 55 ul de Pm, y volúmenes variable« del 
amortiguador LT. Los tubos se incubaron a 30*C en BA por diez 
min. La reacción se detuvo' coÁo ha descrito previamente La 
radiactividad incorporada a material insoluble en TCA se cuanti-
flco de acuerdo a los métodos ya descritos. 

7 9 2.4. Relación entre la cantidad de proteínas totales de 
la fratción nuclear amt&iana y la actividad de RNA polimerasa 

Se añadieron por triplicado cantidades crecientes de proteí-
nas de la fracción nuclear Cde 0 a 125 jjg) a tubos que contenían 
55 jjl de Pm. Los volúmenes se ajustaron a 100 ¿il 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. 

7.9 2.5 Relación temporal de la actividad de RNA polimerasa 
de Entamoeba invadens, cepa PZ a 30*C. 

En tubos de borosilicato se sirvieron por triplicado 55 ̂il 
de Pm, 20 fjl de amortiguador LT y 25 fil de la fracción nuclear 
con 112 5 jjg de proteínas totales. Se incubaron a 30*C por tiem-
pos variables de 0 a 20 ain. Se detuvo la reacción y se determi-
no' la radiactividad incorporada. 

7.9 2.6 Relación de la concentración de UTP y t*Hl-4JTP 
sobre la actividad de RNA polimdrasa amibiana. 

P 

En mezclas de ensayo con 50 ̂ il de P» y 25 jjl de fracción 
nuclear (114.25 îg de proteínas totales) y cantidades variables 
de Ü'HD-UTP, de 1 a 4 JJC Í y de UTP de 0 048 MM a 0 . 6 2 5 MM. Se 

incubaron a 30 "c por 10 u n . 



7.9.2./. Relación entre la temperatura y la síntesis 
ín vitro de RNA amibianQ. * 

Las mezclas da reacción contenían 50 JJI de Pm* 20 JJI -de un» 
solución de CaH3-UTP con 0.20 ytCi/pl, 5 mi de UTP 0.577 mM y 65 
fjg de proteínas nucleares» todo ajustado a 400 pl. Las mezclas se 
incubaron por 10 min. a temperaturas variables, entre 15 y 30*C. 

7.9.2.8. Respuesta temporal da la actividad de RNA polimera-
sa de Entamoeba invadens. cepa PZ a 25 *C. 

En mezclas de ensayos con 75 pl de Pm y 25 de fracción 
nuclear (57.5 ¿jg de proteínas totales). Se incubaron a 25*C por 
tiempos variables de 0 a 15 Jnin. 

7-,9.-2.9. Efecto de la ribonucleasa pancreática bovina, sobre 
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 jil de una solución con 20 ¿jg/ml¿. Las mezclas se reincubaron 
á 25°C por tiempos variables» entre 0 a 90 min y se determino' la 
radiactividad incorporada a material insoluble en TCA. 

7.9.2.10. Efecto de la Actinomicina D sobre la síntesis de 
RNA amibiano. .. v 

A las mezclas de reacción se agregaron cantidades variables 
de Actinomicina D (entre 0 a 20 ̂ ig) y se determino' la radiactivi"-
dad incorporada a material insolubltf en TCA., despuep de 10 mift de 
incubación a 25#C. 



3 RESULTADOS 
_os resultado» obtenidos son el promedio de tres 

expender* es indepenaientes 
8.1 1 Relación temporal del crecimiento de Esche-'ichia 

c i 
i_a Cepa rtX-384 oe EL coli creció' bien en caldo Luria y al— 

ca-zo'su ma' ima densidad a las 3.3 h de lrcubacion a 31 °C con 
agitación rotatoria de 300 rpm a una dilución de inoculo de 1:50 
CFig 1>. 

8 1.2. Relación temporal del crecimiento de la cepa PZ de 
E ítamosoa invadens. 

El incremento de el numero de amibas en cultivo axenico en 
TPS-1 mostro' una relación logarítmica con respecto al tiempo de 
ircuoación, en un lapso de diez días. No presentó fase de adapta-
ción (Lag); lo cual indica que las amibas se encontraban en ópti-
mas condiciones fisiológicas. El máximo rendimiento obtenido« con 
un inoculo de 1 000 amibas/ml se registro' al onceavo día con una 
densioad de 1.47 x 10*± D.E. 0.14 x icf amibas por mi CFig. 5). 

Aún cuando la actividad de RNA polimerasa es ubícuota, en 
Z-*am.-»eba mvadens no se ha descrito v no se conocían las condi-
ciones de ensayo para determinar su actividad í_n vitro. Por ello 

• 

fue'necesario diseñar, una mezcla de ensayo partiendo de alguna 
va descrita para detectar la actividad homologa de urí organismo 
*i woeneticámente cercano a Entamoeba Elegimos la mezcla de en-
savo para la actividad da RNA polimerasa del protozoario 
A 3-ith moe a castellann Como no fue' factible obtener una cepa 
certificada da A. castellanif, que nos siTviera comd~tfrsti.go en 

m 

cada experimento, durante el desarrollo de este trabajo fue'-ne-



esano entsr es adietar a 1 mezcia oe Â  ca^tella-i un metooo 
f-H a áetec*ar una actividad de RnA polirne asa bien conocida, la 
oe Fscue c- a r- i 

3 1.3 Relación entre la actividad de RNA polinerasa y la 
cantidad oe e facto total ae Es hericnia coli 

En a rezc*a oe ensayo para A_ castellaci! fue' posible de-
tectar la activiGac de RNA polimerasa de fi coli Kostro una re-
lación lineal a la dosis de proteínas bacterianas hasta por 917 

La máxima incorporación fue' de 6 200 ± 967 opm con 20 min de 
incubación a 37 °C ÍFig. 3) 

8.1.4 Relación tamppral entre 1» activiaad ce RNA polimera-
sa de extractos totales de Ê  coli, cepa MX-384 a 37*C. 

La actividad de RNA polimerasa bacteriana se incremento' li-
nealmente con respecto al tiempo de incubación en la mezcla de 
ensayo para la RNA polimerasa de A. castellani!. en un lapso de 
12 min. La incorporación maxima fue' de 13 635 + 1 521 dpm con 655 
fjg de proteínas totales CFig 4). 

8.1.5 Relación entre la raciactiviaad asociada a material 
insoluble en TCA y la cantidad de extractos totales de trofozoí-

9 

tos de Ê  invaoens. 
Al intentar detectar.actividad de RNA polimerasa en ET de 

_E_ invadens, cepa PZ en la mezcla de reacción para £ castellami 
en vez de incorporación de CJHJ-UTP se encontro'una disminución 
asintotica de la radiactividad basai en los filtros de fibra de 
vidrio con respecto a "ta cantidad de material amibiano. Esta 



disminución tue equivalente al 83% oe la radiactividad atrapada 
nespecífreamente tín los filtros CFia. €>. 'Como los resultados tie 
a incubación de las mezclas« da ensava *ueror contrarios a los 
esperados Es decir como se obtuvo una función de pendiente negar-
tiva. en vez de positiva» con respecto a la cantidad de extractos 
amibianos totales araoidos, se decidió' analizar la '-"acción nu-
clea~ rica en RNA polimerasa y relativamente escasa de activida— 
oes niorolíticas no deseables para este propósito. 

8 1 6 Relación entre la activiaad de RNA polimerasa amibia— 
na y la cantidad de núcleos, expresada como masa de proteínas to-
tales 

En la fracción nuclear, mas depurada que las muestras ante-
riores sí fue'posible detectar actividad de RNA polimerasa en la 
mezcla de ensayo para £ castellanii. La incorporación de 
c'H2-UTP a material insoluble en TCA mostro' una relación lineal 
con respecto a la cantidad de núcleos, hasta con 93 pq de proteí-
nas totales (Fio. 7), a los 10 min de incitación a 30#C . La ma— 
xiroa incorporación fue'de 900 ±. 600 dpm. 

8.1.7 Relación temporal de la actividad de RNA polimerasa 
amipiana 

La incorporación de C*H3-UTF a material insoluble en TCA se 
incremento'rápidamente en el primer minuto de incubación, seouido 
de una meseta entre 1 y -8 min v despues disminuvo' notablemente 
hasta que. a los 20 min la radiactividad era sólo el 43% con res-
pecto a la incorporación maxima alcanzada en el primer minuto 
(Fig. 8). La máxima incorporación alcanzada en este análisis fue' 
de 2 300 t 480 dpa. Seis veces menor que la RNA polimerasa de 
E. coli detectada en la misma mezcla.' 



8°. 1 .A. Incremento de* le actkyida4 de RN ft- poUnarasa BM ib lana 
corf respecta a la cantidad de I3H3-4JTP y UTP, 

Al aumdntar lrf concentraron de UTP f f'ío; a una cemeentración 
equlmolar con los otros nucleótidos 625, mM) y 4a de c'HJ-UTP, 
en las Mezclas de ensayo se incremento' cuatro veces la incorpora-
ción de C^H3-UTP al material insoluble en TCA en una forma pro-
porcional a la cantidad disponible de radiactividad. Con 4 j j C i 

por 100 JJI la incorporacióW de E3H3^UTP fue' de 4 200 dpmi con 
respecto al experimento de la Fig. 7 la actividad de RNA polime-
rasa se incremento'al doble al aumentar la concentPacion-.de UTP 
frío y cinco veces al sumar a la modificación anterior un incre-
mento de 3 /JCÍ de C3H3-UTP (Fig. 9). 

8 1 9. Relación entre la temperatura y la síntesis ¿n vitro 
de RNA amiblano. 

Bajo las condiciones encontradas en los anteriores ensayos 
se incubaron las mezclas de ensayo a temperaturas variables y 
ene on tro' que la actividad de RNA polimerasa am ib i ana depende cla-
ramente de la temeperatura. Se observe^ su maxima actividad a 25*C 
con una incorporacion de E3H3-UTP a material insoluble en TCA de 
casi 5 000 dpm. L» variación de ± 2*C resulto'en una disminución 
de la incorporación equivalente al 60* con respecto a^l* incorpo-
ración máxima* A 20-C la actividad fue' 90% menor que 2S*£-V a 
30°C correspondio' el 70« con respecto » la. observad^ a 25*C. 

La máxima, actividad de RNA poJi»erasa £4 764 £ 734 
ocurriq a 25*C con 65 jjg de proteínas nucleares totales y 10 »«i 
de incubación (Fig. 10). 



/ 

9 1 10 Relación temporal de la actividad de RNA polimerasa 
La incoporación oe L*H3-U7P a material insoluble en TCA mos-

ro' una tendencia lineal con respecto al tiempo ente 0 v iO min 
as 'rcuDacion a 25°C con 67.5 jjg ae proteínas nucleares totales 
Fig 11 > La máxima incorporación fue'de 4 000 dpm. 

8 2 ESPECIFICIDAD 
Para determinar si el material asociado a la raoiactividad y 

"etemoo en los filtros de fibra de vidrio era realmente RNA sin-
tetizaoo de novo se analizo'1 a) el efecto de la ribonucleasa pan-
creática bovina sobre la cantidad de dpm asociadas al material 
irsoluble en 'XA. una vez terminada la incorporación para la hi-
potética síntesis de RNA y b) el efecto de dosis variables de 
Actinomici'ia D. - un inhibidor de la RNA polimerasa - sobre la 
cantidad de dpm asociadas a material insoluble en TCAi cuando el 
antib ótico se incubcí junto con las mezclas de ensayo 

3.2.1. Efecto de la ribonucleasa pancreática bovina sobre la 
radiactividad asociada a material insoluble en TCA. 

Al incubar las mezclas de ensayo para RNA polimerasa amibia-
na bajo las condiciones previamente establecidas y reincubarlas 
en presencia de cantidades variables de nbonuclasa pancreática 
bovina se observo'una disminución lineal de la radiactividad 
precipitada con TCA con respecto a la cantidad de la hidrolasa 
aTíadida Con 90 jjg de esta enzima la radiactividad disminuyo'un 
80% con respecto a los controles no tratados CFia 12). 

8 2 2 Efecto de la Actinomicina 0 sobre la síntesis de RNA 
amibiano. 



Al incubar la* mezclas de ensayo» en presencia de cantidades 
variables de Actinoaicina D se encontró* una disminución acinto'ti-
ca de la radiactividad asociada a material insoluble en TCA. El 
efecto inhibitorio más notable ocurrí o' con 2 jjg/100 JJI (40%). 
Dosis mayores resultaron en inhibiciones menos aparentes. La in-
hibición máxima ocurrio* con 20 ¿jg/100 (80%) y la radiactividad 
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5. Relación tenporal del crecimiento de la cepa PZ 
de Entaaoeba invadena en «dio TPfr-1. Cada punto 
representa el proaedio de tres determinaciones 
Independiantes. 
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Fleura 9. Relacioíi da la concentración da üTP j (^iQ-UTP, 
sobre la actividad de RNA pollmerasa aolblana ft 
85°c. Promedio de tres experimentos. 
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Figura 10, Relacidíi entra la temperatura y la incorporado^ 
de ̂ HJ-UTP a material insoluole en ácido triclo 
roacetico por una fraceioli nuclear subcelular de 
Kntaaoeba invádeos. cepa PZ enriquecida con nú— 
cieos. Cada punto representa el promedio de tres 
experimentos independientes. 
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Figura 1£, .Disminución de la radiactividad en el «atarlai 
insoluble en ácido tricloroace'tico, por efecto 
de la ribonucleasa pancreatica bovina. Cada pun 
to representa el promedia de cuatro experimen-
tos Independiantes. 
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9. DISCUSION 
Entamoeba invadenfi_es un protozoario parasito del intestino 

de reptiles. Constituye un bueq modelo para estudiar diversos 
aspectos Relacionados con ia biología molecular de la diferen-
ciación-celular porque esta especie es unicelular, su qicjo 
biologicQ consta de sólo dos fases! trofozoítos y guistes y por-
que puede. cultivarse axenicámente (95) e ^nductrse sq enquista-
aiento in vitro (37,98) bajo condiciones bien controladas ̂ JJu-
rante la^diferenciación de trofozoítq a quiste .hay síntesis pre-
ferencia! de ciertas moléculas^ Jo que facilita, el eptudwi del 
control de la expresión geni-ca para la jimp Cementación da ¿Jn jwta-
ble y único evento! La morfogénesis de la pared qulstica y espe-
cíficamente la síntesis de quitina, que constituye la mayor parte 
de dicha estructura. 

El modelo experimental que se desarrollo'en este trabajo se 
baso' en el descrito por Sp*ndler e¿ al. C27X. Eonsistio'en 
detección y caracterización de la actividad £le RNA poli mar asa en 
extractos libres de trofozoítos de cepa PZ de invadens, esti-
mada como incorporación de radiactividad a material «prec^pitable 
en TCA al B% y retenida en filtros da fibra de vidrio, después de 
incubar el material biosintetico en presencia EaH3-UTP. Paca ev£i-
tar el efecto indeseable de fibonucleasas* y proteasas <106;iJ07)í 
se útilizo'exclusivamente la fracción nuplear para los ensayo^ 

Debido a que la actividad de RNft pol»*mr»«a de E.- invadens 
no se había descrito hasta ahora, po se cpngc{ao la« gpndifciooes 
de ensayo para la transcripción i^ vitro, poi¡ ello f^ie'neces^|o 
diseñar una mezcla de ensa^qtDparliando^ ui^^a ftoVPEl&ReP**"-* 



detectar la irarscripcion íi vitro de preparaciones obtenidas de 
onanismos cancanos a jl_ invadens Se eliaic/ la utilizada para 
detectar la actividad de RMA polimerasa de ftcan*hamoesa 
casta*lansi C27.42.100) Fue" necesario ademas resolver otra difi-
cultad! En la época en la que se inicio' este trabajo no fu^ po-
sible obtener una cepa de castallann y era indispensable 
contar con un modelo bien caracterizado para utilizarlo eono 
control ir temo en cada uno de los experimentos que luego se 
realizarían en £ invadens. Cono afortunadamente las mezclas de 
trarscripcion Son muv parecidas en todos los sistemas biológicos 
utilizaaos hasta ahora sa eligió' la descrita para la actividad 
oe RNfi polimerasa de Escherici^a col i cuya actividad es univer— 
sal mente conocida. Se encontró'que en la mezcla de ensayo de 
castellanii si era posible detectar incorporación de radiactivi" 
dad a material precipitable en TCA al 5% en extractos totales de 

coli y que la incorporación de C®H3-UTP en éste modelo depen-
día del tiempo y de la dosisj lo que indicaba su especificidad y 
conf labilidad Una vez que se observo" actividad de RNA polimerasa 
en la mezcla de ensayo de castellanii, se decidió' intentar la 
detección de actividad de RNA polimerasa en los extractos totales 
de E. invadens con esa misma mezcla. Para asegurar la calidad del 
material biológico y la conf labilidad de los resultados» las ami-
bas se cosecharon en fase exponencial tardía y se observaron en 
fresco con un microscopio estándar, para descartar contaminaciones 
con otros microorganismos Los cultivos amibianos no presentaron 
fase da adaptación CLag) durante su crecimiento axenico, lo cual 
indico' que las células se encontraban en óptimas condiciones 



s'ológicas 
En los primeros intentos para detectar la actividad de ftNA 

polimerasa con extractos totales amioíanos en la mezcla de ensayo 
de castel"ann sorprendentemente se observo'una disminución 
asintótica de la radiactividad retenida en los filtros, erf fun-
ción de la canticad de extractos totales anublónos. en vez de 
aumentar como se esperaba. Estos resultados podrían explicarse 
pon el efecto de una actividad que degradase eL £*H]-UTF o que 
intercambie el E*rt3 por hidrógeno no radiactivo y que superase 
los efectos de la RNA polimerasa que se esperaba detectar, evi-
tando la detección de su incorporación al RNA ó por un enmascara-
miento de la radiactividad por exceso de proteínas. Para evitar 
este problema se decidió' eliminar la mayor parte de proteínas in-
específicas y actividades indeseables trabajando exclusivamente 
con la fracción nuclear. Con esta medida sí se logró" obtener in-
corporación de radiactividad a material insoluble en TCA al 5X. 
Este efecto fue' dependiente del tiempo de incubación y de la 
cantidad de muestra am ib i ana. Ello permitió'pensar que dicha in-
corporación era el producto de la actividad de RNA polimerasa 
esperada. Sin embargo la máxima mcroporación de CSH2-UTP se al-
canzo'rápidamente Cen el primer minuto de incubacidVi> y la incor-
poración de radiactividad a material insoluble en TCA fue'más ta-
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 de UTP, tanto frío como marcado con tritio, se decidió' 
probar el efecto de la concentración de ambos reactivos. Se ob-
serve/ que al aumentar la concentración da UTP frío de 0.048 mM a 



Bit 
O 062S ¡ril y de t*Hl-UTP de 6.3 nCi/pl a nCi/jjl «a incremen-
taron cinco, veces las dpa incorporadas? del material al ftNA. 
necr-s inte tizado. Una vez que se logro' aumentar la eficiencia del 
modelo y de que se comprobo' la conf labilidad del modelo de ensa-
yo, se analizo' el efecto de la temperatura de incitación sobre la 
síntesis de RNA. Se eneontro' que la RNA polimerasa de _E_. invadens 
tiene una clara dependencia por la temperatura, con un margen muy 
estrecho de variación (0.5*0; se observo'su maxima actividad a 
2S*C> lo cual incidentalmente coincidio' con la temperatura óptima 
de crecimiento de esta especie amibiana (88,89). Por otro lado, 
la RNA polimerasa de^E. invadens mostro'una dependencia lineal 
con respecto al tiempo de incubación, entre O y 10 min. 

Para determinar si la radiactividad asociada al material 
insoluble en TCA al 5% era realmente RNA neo-sintetizado, se ana-
lizó el efecto de la ribonucleasa pancreática bovina sobre la ra-
diactividad incorporada a material insoluble en TCA y de la Acti-
nomlcina 0 (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 asmtótica 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 D, 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 hidrolizo' el RNA neo-sinte-



txzado y la Actinomicina O irfftibio' la actividad oe iRNA polimerasa 
ambiana en las mezclas de ensayo 

Las diferencias funaamentales sntr& la mezcla de ensayo des-
crita por SpLndler et.al. (27> y la utilizada en este trabajo-
fueron tres: i) el uso de una fracción subcelular nuclear cruda 
en luaar de RNA polimerasa purificada, ii) el incremento de la 
concentración de UTP de 0.048 a 0 625 mM (13 cveces) v m > el 
uso de radiactividad cinco veces mayor en los ensayos oe este 
trabajo que en los descritos por Spindler et al. (27) 

ConsiGerando la radiactividad incorporada a material insolu-
ble er TCA, estimada como dpm, la eficiencia del modelo de estu-
dio desarrollado en este trabajo fue' 1 .35 mayor que la de Detke y 
Paule en 1975» adaptado para RNA polimerasa purificada de 
casta1lanii (83>, 3.5 veces superior a la de Nishiura (31)» para 
analizar la RNA polimerasa II purificada de £ melanoqaster y 
prácticamente igual al modelo usado para RNA polimerasa I y IX 
pu«*i'icadas de núcleos de hígado de rata (23). 

La dependencia por,1a dosis y el tiempo de incubación de la 
RNA polimerasa amibiana también se ha descrito en RNA polimerasas 
de muchos otros organismos (cf. 10,23,28,31-33,10&, 109^. 

La temperatura de actividad maxima de RNA polimerasa es muy 
variable en la naturaleza y específica de especie, los siguientes 
ejemplos ilustran lo anterior? Drosophila melanogaster 25*C ¿31), 
placenta humana 37*C (36), . castellann 30°C (27), £ subtilis 
35 °C (108), E,. col i 37 °C (109), núcleos de hígado de rata 3/°C 
(23)» células embrionarias de Xenopus leavis 30*C C28,Y0*t v 
E. invaden« 2S°C (este trabajo). 



1 O CONCLUSIONES 

e desarrolle/ UTT rooaelo experimental in vitro para analizar 
1a una manera confiable la síntesis enzimatica de RNA de la cepa 
fZ de invadens. el cual fio se había descrito hasta la fecha. 

La RNA poli me rasa de la cepa PZ de E. írvaders tiene las 
siguientes características* 1) as dependiente de la oosis de pro-
teínas totales oe la fracción nuciear. 2) oe* tiempo y 3Í oe la 
temperatura ae incubación, 4) es sensible al efecto de la fíe ti— 
nomicina D y Sí es crioestable. puesto que en el desarrollo de 
aste trabajo se congelaron a -70*C las preparaciones nucleares 
hasta su uso 

Las condiciones de ensayo definidas en este trabajo para la 
RNA polimerasa de invadens, cepa PZ fueron las siguientes: 1) 
temperatura de incubación 25 °C» 2) tiempo de incubación máximo ÍO 
min, 3) concentración de UTP no marcado 0.625 mM, 4 ) concentra-
ción de-radiactividad ( E A H 2 - U T P 2 0 . 3 Ci/ramol) 4 J JC Í /100 ytl y 5 ) 

dosis (equivalente a cantidad total de proteínas de la fracción 
nuclear) 67.5 JJO . 

11 CONTRIBUCIONES Y PERSPECTIVAS. 
El uso oe la fracción subcelular nuclear de E. invadens per-

sitio' detectar actividad de RNA polimerasa in vitro que hasta la 
fecha no se había logrado. 

Como el enquistamiento de _E_. invadens puede inducirse 
in vitro bajo condiciones bien controladas, "y muchos aspectos 
morfológicos y -f isiologicos de los trofozoítos se ̂ diferencian 
claramente de los quistes, fundamentalmente La pared quística 



| 54. 
onstituida. de quitina que no exista en los trofozoítos; .esta 
especia constituye un buen teodelo para el estudio de la regula-
ción transcripción»! de un grupo muy específico de genes' Los ̂ ue 
¡odlfican para la quitina sintetasa. 

£1 modelo in vitro desarrollado en este trabajo permitirá 
¡determinar con precisión y reproducibilidad la actividad de la 
ÍjiNA poi i me ̂asa ae invadens, cepa PZ, en cualouier estudio re-
lacionado con la actividad enzimatica, transcripción y la regula-
ción ce la expresión genica. Aun cuando ha sido ampliamente estu-
» 

ciada, no se conoce cabalmente el mecanismo de control de asta. 
El modelo experimental aquí descrito podría usarse para incremen-
tar el conocimiento sobre los factores que regulan la expresión 
cernea durante la diferenciación de E. invaden»: Durante el en-
quistamiento, aparecen macromoleculas que no se encuentran en los 
trofozoítos, como lo quitina, específica de pared <93,985. Ello 
implica, cuando menos» la biosíntesis y la activación de quitina 
sintetasa y de los RNA mensajeros correspondientes, como ya se ha 
definido para la síntesis de celulosa, durante la biogénesis de 
pared en la diferenciación de _A. castellami <92). Como el en-
•quistamiento de E. invadens puede inducirse in vitro, en condi-
ciones axenicas; el modelo de transcripción aquí descrito permi-
tiría analizar con detalle el mecanismo de control de la expre-
sión genica involucrado en la síntesis de pared. Lo cual a su 
' vez.-constituye un modelo de estudio de diferenciación celular 
relativamente simple Con la experiencia ganada con E. invadens, 
podría estudiarse la transcripción de Entamoeba histolvtica; la 
cual presenta muchas similitudes con E. invadens, incluyendo el 



enquisftamiento como una de las dos fases de su "ciclo biológica 
2 h stol tica es el agente etiológico de la aarcjbiasis, que 
consti tuve uno de los principales problemas de salua publica en 
He&ico» Los quistes de Entamoeba histolytica son las formas in-* 
facciosas de este parasito Hasta hace muy poco tiempo era prac-
ti casen te imposible estudiar aspectos relacionaoos con la dife-
renciación de ¿ste protozoario parasito del hombre. Sin embargo 
actualmente ya se cuenta con un modelo de síntesis de pared de 
E histolytica/ en condiciones axenicas» desarrollado por Mata-
Cardenas y Said-Fernandez (99>. La síntesis de pared celular es 
pdr definición la principal característica del enquistamiento. Si 
se conociera el mecanismo íntimo de control de la síntesis del 
polisacarido, constituyente de la pared, se podría encontrar un 
setodo para bloquearla. Lo cual eventualemente podría ayudar a 
interrumpir el ciclo biológico de este protozoario patógeno. Po-
dría contarse entonces con un método de control de la amibiasis, 
propuesto hasta ahora como una remota posibilidad. 

Modelos como el aquí desarrollado pueden contribuir eficaz-
mente para mejorar e incrementar el conocimiento de la biología 
molecular de los protozoarios parasitos y de algunos aspectos co-
aunes a todas las células en general 
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