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RESUMEN

E- 2s.& trapa o se describe por primera vazr un modelo expe—
rivental in vitro para analizar la actividad de RNA polimerasa da
-a cepa PZ de E tam sbz invarens Ademas se analizd Yy caracteri-
iz0 la actividad de RNA polimerasa de £ 1 _vadens, capa PZ. cul-
tivada an condiciones axdnicas Para ello se establecieron las
condiciones pars determ nar y cuantifticar la actividad da RNA
polimerasa en extrac.os .ibres de trofozoitos de E invadens. Una
vez gque se logro detectar actividad de RNA polimerasa en la frac-—-
t-dn nuclear de = _nvadens se devermino el efecto da los siguien
tes factores sobre dicha actividad' a) temperatura, b) tiempo ce
incubacidn. €) dosis ae axtractos amibianos v d? concentracidn de
UTP v £%1 - UTP en 1a mezZcla de ensavo,

La RNA polimerasa de E. invadens, :npa.PZ s tiena las
siguientes caracteristicas' 1) es dependiente de la dosis de ex—
tracto, 2) del tiempo y 3) de la temeparatura de incubacich, 42
s& inhibe casi totalmente por efecto de la Actinomicina D y 5) es
crioesatable

~as condiciones de-ansnyo dafinicas en este trabaio para RNA
polimerasa de E invades cepa PZ, fueron las siguientes: i) tem—
peratura da ircubacidn 25°C; 1i) tiempo cde incubacidn mahamo 10
m.n. 1i1) concentracion de UTP no marcado. O 625 aM, 1v) concen—
tracidn del substrato radiactivo (L3 HI - UTP 20.3 Ci/mmol 3 4
FC:./IOO Hl ¥ v) domis de extracto amibiano { squavalante a la
cantidad total de protefinas de la fraccidn nuclear) de 67.5 4.

El uso del modelo exparimental agui descrito posiblemente
parnitira’ incremantar el conocimisnte sobre low factoresa Gue-



xi
regulan la expresicn génica durante la diferenciacicn de E
invadens; Tambien podr{a emplearse para analizar gon detalle los
mecanismos de caontrol der la expresion genica durante el enquis—
taniento de E. invadens. qua comstituye un modelo de estudio de

diferenciacian calular relativamenta simple.



1 IN"ROGUCCLON

El p~oceso de “‘ranscripcidn génica se define como la frans
Te encia de la 1-vormac-on del DNA codificada com> secusncia de
aes xirr bonucledtioos monofosfato a4 LNa Sacusncila complenar-—
Taria de ribonucledsicos monofosfato an al RNA

Este proceso depende bdsicamerte de la artividad de las RNA
pol‘marasaa y su control constituve un 1mportante paso en la wmo—
dulac on de la axpresidn afn.ca Lo cual. a su ve=z, recula direc—
tamente la si{ntesis ce protafnas ( traduccidn )} e inairectamen—
te todas las funciones celulares Por ello,la transcripcion géni—
ca es un sistema plaiotrdpico de regulacidn.

2 ANTECEDENES GENERALES

En ‘955 sa descubrio en extractos de Azobacier v nelandii,
una enzima capaz ce sintetizar RYA, la cual no reguerf{a DNA como
molde, la polinucledtidc fomforilasa. hasta ahora Unicamenta de—
tectada en bacterias. Esta enzima no reguiere DNA v pusde bajo
ciertas circunstancias saintetizar i1n vitro RNA o bajo ciertas
otras degradarlo. Fu@ un elemento ce fundamental importancia para
decifrar el céd:gn oendtico (1-5) . En 1959 Weiss y Gladstone
icantifacaron en hfaado’'de rata otra snzima que sintetizaba RMA.
con propisdades bioqufhlcas diferentes a la polinucleétido fosfo—
rilasa‘* la RNA polimarasa (6). En, esa afio Weiss encontré'que las
células de diversas clases y espacies tambidn posafan actividad
de RNA polimerasa (7). Algunas de sllas fuaron las siguientes: 1)
células hepét1cas y de timo de ternera y cerdo, ii) calulas de
rata obtenidas de hfgado en regeneracidn y i1i) celulas ascfticas
de ratdn Esta primera stapa de investigacidn de los macanimmos
de la transcripcidn culmind en 1960 con el hallaxgo de Hurwitz,

t al. quienes demostraron gue la actividad Aa RNG polimarasa .-



es depend:ienta de DA 283 A part de entonces sa ha obten deo
«f&s van cartioae ce 4 ormac on -~ a do.ada € N 12 Uublcu dad de
es & actividad enzimdtica y de sy seiructu & ¥ “uncidn

ia Bc wvadad ¢e RNA polimerasa deperid ente ae UDMA es la res-—
ponsab @ pe transcr o r la in o ma idp odrica almacenada en el
OhA & una oldcu'a de [MA (S- 2

a s’tensis de R« A @s un procesoc muy comple o ¥ relativa—

me te poco concc ao que consta de cuatro etapas principales 1)
se eccion y mctivacidn del sit o de iniciacion en &l molde 1i)
in ciacidn 11i) alarcam ento y 1v) terminac op (9,12-14); en la
privera la RNA poiimerasa sa ure al molde da DNA, localiza uwn si-
tio especifi o (el promovor. que sufre un cambio conformacional)
en €1 cual pusede iniciarse la transcripcidn (9, 15). Durante la
iniciacidn la enzima cataliza la reaccicn de un ribonucledsido
trifosfato pdrico con otre ribonucladside trifosfato cualquiera,
oriainandos un dimucladsido tatrafosfato (pppPupX? gue permanace
fusrtemente unido al complejo DMA—-RNA polimerasa (14, 16-18Y; En
el alargamiento,la RMA polimerasa transcribe la secuencia de DNA
insertando al dinucleosido tetrafosfato ura moletula de uridina
moncfosfats ¢LMPY por cada adenosina monofosfato (AMP) localizada
frerte & la RNA polimerasa, una de gquanosina monofosfato (GMP)
por cada citidina monofos“ato (crtl;), una adenosina monofosfaty
(AMP)Y por cada timidina monofosfato ( MP) y una <itidina monofos—
fato (CMP) por cada guancsina monofasfato (GMPY El pq.linucl'eﬁt‘i‘—
do se forma mediante enlaces fosfodiester 3'-0H, 5'~P0O, de 1los
nucladtidos contiguos por efecto dWe la propia enzima. El final de
l1a sfntesis de RNA lo marcan secusncias especificas da termina—

cidn en o1 DMNA llamadas terminadores, esta puade ser depandiante



cal factar Rho P o indepenchente de &. ¢ 9-227

21 CLAS. .oAC ON DE LAS RNA POLIMERASAS

En 1270 Reacer y Rutter :dent:ficaron en ce ulas
aucarioticas tres formaz de RMA polimerasa con propiedades
cromatcaraficas v actividaces catalfticas caracteristicas, a las
tua:es Jes liavaron RVA polimerasa I II vy III, respactivamente
(23) Estas activicadas pronto se& identificarocn en una gran
variedad de cdiu-as procaridticas y sucaridiicas ¢cf 24-31) Se
han descrisc funcicnes y propiedades especificas para cada una de
las tres varisdaces de RNA polimerasa de las células eucaridti-
cas! a) la RNA polimerasa I transcribe fundanenta merte RNA
ribosomal (RNAT) y es resistente a altas concentraciones (1000
ps/ml) de .a wmicotoxina conocida como alfa—amanitina, b} la RNA
polimarasa II transcribe principalmenta pracursores de RNA
mensaiero (RNAm v su actividad se inhibe casi totalmente con
concentraciones bajas (2 uao/wl) de alfa—amanitina v £) la RNA
polimerasa I1I preferentemente transcribe RNA de transferencia
(RNAt) v RNAr 55 La inhiben concentracionas intermedias (500
palml) de al“a-amanitina (cf 9, 24-35). La actinomicina D vy el
gtido aurintricarbox{lico son otros anvibioticos que inhiben la
tr.nscripcmfn a una dosis de O 2 a 50 Fnlml y 5§ Pglnl respecti—-
vamenta, su accidn no es-diractamenta contra la RNA polimerasa
sino que compitan con &sta por el sitio de unidn dsl molde de DNA
(14, 36-38). Algunos metales divalentss como al plomo, cadwmio,

cobalto y cobre tambidn inhiben &sta activided.



2 2 ESTRJCTURA BASICA DE LAS RNA POLIMERASAS

-3 REA sosiwarasa ae las bactlerias esiudiadas nasta anora es
Jna Yo cenzimd con estructura custernaria compleja; su peso
molecular es ae S00 000 U A.; esta compuesta por un ndclaeo v
va~ios factores El ndcleo de RNA polimerasa de Escherichia coli
esta cowpuesto por cuatro subunidades (protomeros) dos alfa, una
beta ¥ una beta prima .a beta prima tiene un peso wmolecu.ar
aproxinaco de €0 000 de 50 Q00 la beta y de 40 000 cada wuna de
las cadenas alfa ¢16, 39-41).

La= isoenz_.mas ce la RNA polimerasa da los organismos
Eucarigricos. hasta anora estucisdos, estan formacas por un
numera mavor de protdmeros que la de los procariotes, de 5 a 17
aproximadamente (24-27. 30, 42Z). Todas las RNA polimerasas
(ﬁrocar:étzcas v eucaridvicas) poseen dos subunidades de peso
molecular alto (120 000 a 240 000) las restances tlenan un peso
molacular de 10 000 a 50 000 (10, 26, 43, 44).

2.3. FACTORES DE CONTROL DE LA TRANSCRIFPCION GENICA.

El funcionamiento espncff::a de la RNA polimerasa esta
suLisero a un comdlejo meéanisnn de control en el que interviensn
a-an cantidaa de factores. Algurios os ellos son los siguientes!
i) secuencias nucleotfdicas espec{ficas en al DNA hacia el exire-
mo 5' dsl sitio de 1nicia:t$n,que ajercen distinta accidn sobra
la eficiencia y/o aelectividad de la trnnscripcién (15, 45-533,
ademas ge a2l afecto de patanc:ac16n (eanhancer) descubierto inde—
pandienterente en los laboratorios de J. Banerij y P. Chambon, en
931, y posteriormente en piros (46, 54-57); 1i) union reversiblea

de protef{nas al DNA como: las protafnas nucleares ac{dicas imvo-
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lucradas en la regulacidn selactive de la transcripcion géni:a y
las histonas, proteinas bdsicas nuclsares sonsideradas como inhi-
bidores no especifiros de la transcripcidn (45, 58-63%: ii1i) meti
lnciéb de bases nucleotidicas, principalmante citidin-moncfosfato
en la posircion s'y @n algunos casocs adenosina monofomsfatso an la
posicidn €, estimulan & inhiben la transcripcidn (63-65): iv)
asociacion de polipdptides al ndcleo de la RNA polimarasa; (12,20
66~71) sa& han descrito un gran némere de ellos, mencionaremos al—
gunos mds adelante} v) hormonas estercideas ¥y na esteroideas;
virtualmente todas las hormonas han sido implicadas en esta face—
t3 de regulacidn incluyendo aquellas que actdsn via AMPc v GMPc,
como mediadores intracelularas (15,72-77); vi) iones metdlicos:
cationes divalentes como Mni+, Mg++, Ca++, Zn++; que intervisnen
como activadores €10,36) y iones de metales pesados Pba+, €d++
que actuan como fnhigidares § represores transcripcionales! en
las secuencias de DNA humano y da ratdn para matélntlonsfna
(46,78), y &n DNA da timo da ternera y del fage T—-4. ra

2.4, PEPTIDDS REGULADORES ASOCIADOS A LA RNA POLIMERASA.

La iniciacidn de la transcripcidp en sitios aspec{ficos =s
indudablamente wn paso clave en el control de la sintesis del RNA
wensajero sucaridtico; para sy estudio se han dasarrollado siste~
mas de transcripcidn in yitrg muy diversos, astos son mds diffci-
les de manipular que los sistemas bacterianos porgque la aficien—
cia de iniclacicdn transcripcional ip vitro de cdlulas eucaridti-
Cas 5 manor que la de las bacteriam. La eficiencia transcripcio—

nal de cedlulas eucaridticas en modelos in vitro puede mejorarse
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gi se usan extractos celulares crudos o factores proteicos (Sp 1,
Sp 2) purificados de £stos. En extractos celularas de celulas
HelLa s& ancontraron factores proteicos estimuliadores y/B selac—
cionadoras de promotores durante la iniciacidn de la transcrip=~
cidn (52,59-51.79); estos factores forman complajos de pre-ini-
ciacidn estables con la regicn promotora Y &saguran una adecuada
y eficiente iniciacidn ce la transcripcidn, taies factores sor
muy diferantes 8 los de los procariotes.

En procariotes la actividad cénica ademas de s;r regulads. -
nival da iniciacidn de la sintesis de RNA puede sar controlada -
mediante modulacidn de la terminacidn de la transcripcion a tra-
ves da factores prdteicos (S-10,5-1,pN,Rho} (19,20,80)." Uno de
los factores de ragulacicn de la actividas de la RNA polimnarasa
de celulas prucaridticas a8 &l factor sigm; que tiene un peso
molacular de 86 000 U.A., determina la unidn espec{fica da 1la
anzima durante 1; fase de iniciacidn y la diraccidn de 1a ;{nte-
ais dal RNA durante el llargamianto (9,69,812. En §§:ha:1:hi£
coli se id-ntificﬁ'étro'companente. el fator- Rho, quo'bi}ice es—-
tar implicado en el proceso de terminacidn va gqua en Su ausenci:
ia longitud ce Ios mensajeros sintetizados in !iggg @8 muy va-

riable (20.213}.

-

En £E. coli se indentificaren otros factores gjue propusvan la
iniciacidn de la transcripcfdh gor la holoenzimq_da la RNA poli-
merasa! 1) el factor Psi (¥ ,PM 70 000) estimula ia sfntesis da

RNAr en plantillas de DNA de E. eoli, asta lctividad tambish la

S,
presanta la QP replicasa; 1i) el factor M (P‘I‘l a5 000} Jlncramenta
— v, FA, A = S

la fracusncia d. 1nichcidn sobri el DNA da E- col.:l y Jos fiﬂn- o



Td » T7; iii> el factcr Y 1 (PM 595 Q00) estimula la iniciacion
especffica sobre moldas cde E. coli y lo=s fagos Lambda y T4: dv)
el factor CGA (PM 45 000) provee sitios de unidn para ta trans-
cripcion especifica de operonas sansibles & rapresi&h-pnr catabo-
lito sobre ONA del fago racombinante B0 Lac: v) los factores H
{H1, HZ, PM 10 000) en molces de fagos Lambda v T4 vy el Factor
D (PM 12 Q0C) sobre DNA cde E. coli y los fagos Lambda y 77 pro-—
mueven sitios de unicdn para la transcripcicn especifica. E1 fac-
tor L C(PM 150 000) estimula la transcripcidn por el ndcleo da po—

limarasa sobre moldes ds E. coli y del fago T4 (&7,68). En

. Bacillus subtilis sa encontraron tres pl‘ptidns (sigma 55,sigma 37
y delta 21) que se asocian al nicleo da polimerasa; el factor
#igma 55 tiene una funcion similar a la del‘factor sigma da E.
coli ademds de unirse al DNA por si solo; @l factor sigma 37
actﬁh an forma similar al factor sigma y confiars especificidad
de promoior al ndcleo de polimerasa y el factor delta 21 pronueve
la iniciacidn espec{fica entre la holoenzima (constituida por =l
nic leo da polimerasa E y 21 factor aigma 55) y lom promotores en
el ONA (82).

A pesar de la ippresionante lista de factores esociadnn a la
RNA polimarasa, hasta abora no sé conocen todos los factores pro—
taicos qus determinan la fidelidad y la selaectividad de la trans—
cripcion gentica. Los cuales, a su ver son solo un elemento de los

que depends el corracto funcionamiento de una de las funciones

telulares da mayor importancia biscldgica: la transcripcion genica,



2.5. TRANSCRIPCION Y DIFERENCIACION.

La funcian génica selectiva tiene un papel importamte en la
diferanciacidn celular. La difersnciacicdn es la transformacion de
una cdlula an otra u otras morfoldgica y funcionalmente diferan—
tes. La diferaenciacion pusds ser considerada como un procasg gn
el cual la infocrmacidn génica pre-existenta se expresa en forma
diferente er cdlulas que contienen genomas identicos, mediante
una secuencla dafinida de activacign y/o represidh de genea. Por
1o tanto, la difarenciacion celular implica la s{ntasis preferen-
cial de algunas protafnas especifi:as (B3-87). Flickinger y cols,
- @n 1965 encontraron un incremento en la capacidad transcripcional
de la cromatina durante los diferentes estadios del desarrollo de
gdstrula de rana a larva (84).

Los exparimentos mas reveladores mobre el papal concreto de
la transcripcion en el desarcllo se refieren a los e!ectuadns en
ratas con hepatectomia parcial por Church y McCarty, donda ancon-
traron evidencias de que el estadic inicial de regeneracidn parecs
involucrar 1a reactivacion de algunos genes activos en h{gado an—
brionario pero reprimidos en &1 higado adulto (87). Y los efec-
tuados por Laufsar y cols. an IBB? con nidcleos aislados de
Dictyostelium discoideum, donde encontraron gque aproximadamente
2 000 a 3 000 MRNA's regulmdos (RNAs del estado de agregacidn)
son inducidos cuando las amibas forman agregados multicelulares.
El nival da la mayor{a ¢de estos mRNA’'s regulados a&s reducido por

disgregacidn de-llg pmibham v restauradu.por AMPc (26).



3. ANTECEDENTES DIRECTODS.

3.1. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA EN ENTAMOEBAS. Un
modelo relativamenta simple para 2l estudioc de la regulacidn de
la sxpresidn genita.

Cos protozoarids del gdharo Entamoeba se caracterizan por
tener dos sstados morfologica y fimioldgicamente distintos! uno
névll,nl trofozoito y otro 1n-6v11, el quisie. A esta genero per-
tenecen préiticam.nte todas las espacies da amibas que habitan an
el Intesiino de los matazoariom (83-90).

El ciclo bioclogico del gehero Entamoeba es relativamente
sencillo, los quistes gue son la forma infectiva y de resistencia
s& forman en la luz del intestino grueso, son axpulsados con las
haces. S{ despuss de cierto tiempo son ingeridos por un nuavo
huesped, en el intestino grueso se libera una amiba metagquistica
tetranucleada que finalemente me divide an ocho trofozoitos pe—
quenos; en el proceso de enguistamiento el trofozofto pisrde su
movimienio pssudopodal caracterf{stico originando formas redondea—
das u ovaladas (los prequistas), hay una disminucidn an la velo-
cidad de sintesis de sus productos (RNAs) y acumulacion de gluco—
geno. Despuds sintetiza una pared celular y da lugar a la forma—
cidn del quiste. Esta proceso puy probablamente esta sujato a una
transcripcion salectiva de genes ¢(83,90-93).

3.2. ENQUISTAMIENTO DE ENTAMOEBAS Y ACANTHAMOEBAS.

Muchas cepas de varias especies del geénero Entamosba se han
aislado de animales infectados y actualments pusden cultivarse
axdnicamente in vitro (94,95). Hasta hace poco tismpo sdlo en
Entamoeba invadens pod{a inducirse la diferenciacion celular

in vitro.



10
¥ [
Fero recientemente Said-Fernangez et al. descudrieron un metodo
para incucir la iniciacidn del enquistamiente in vitro de
Entamoeba bhistolytica (36-39).

Hasta ahora sa& conoce muy poco sobre la actividad de RNA
pdlimerasa de las espacies del géhern Entamoeba; sin embargo,
asta actividad esta bien caracterizada en Acanthamosba
castellanii, un protozoario que pertanace al mismo arden de la

»

espacie amibiana gque fud utilizada como modelo (27,32,33,42,100,

1017,

3.2 LA RNA POLIMERASA DE ACANTHAMCEBA CASTELLANII.

En Acanthamosba tastellanii tomo en todas las celulas eu-

caricticas estudiadas hasta ahora, sa& han identificado tres tipos
de RNA polimerasa! a) la I, gon un peso molacular de B15 000 U.A.
» consta de 10 subunidades cuyos pesos molaculares varfan antre
10 000 y 185 000 U.A.; sintetiza principalmentas RNAr, &n una mez—
cla de reaccion regulada a pH 7.9. Es resistente a ' mag/ml de
alfa:;mnnitinl (27> b} la RNA polimerasa II, pesa 530 000 U.A.,
Lonsta de 12 subunidadas de 10 000 a 133 000 U.A. vy sintetiza
praferantemente RNAm €42); c) finalmente la RNA polimerasa III
CoN un peso molacular de 630 000 U.A. consta de 17 subunidades,
cuyo pesd varia entre 12 000 y 163 000 U.A., sintetiza basicamen-

te RNAt (32). Todas ellas se han purificado en columnas da imnter-

cambio ionico (27,42,100.101). =

4. HIPOTESIS

La actividad da RNA polimerasa sa ha encontradé-un todas las

celulas donde se ha buscado, incluysendo el protozoarie T - <

. . 2 afe 4
Acanthamoaba castellanii, cuyo orden Amoebida, es comin :l,uéh.ro:

pra— Y
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Entamoeba ¢4,24,25,27,32,33,42,88,100). Andlogamente al diseflar
este proyecto se esperaba encontrar y caracterizar la actividad
de RNA polimerasa en extractos librewm, de trofozoftos de Entamcaba
invadsns.
5. SECUENCIA DEL TRABAJO EXPERIMENTAL..

El trabajo sxperimental se desarrollc sn dos aetapas. Duramn—
te la primera se establecieron las condiciones para detectar y
ceuantificar la actividad de RNA polimerasa en extractos libres de
trofozoitos de E. invadans, fue' necesario adoptar y optimizar la

nezcla de ensayo de A. castallanii (27,32,33) donde se gtonsiguic’

daterminar la actividad de esta enzima, Una vexn que se logro de-
tectar actividad de RNA polimerasa en la fraccidn nuclesr de E.
invadens se inicio la sagunds ataps del proyecto gue consistig en
la caracterizacion de la actividad snzimatica analizando el efec-
to da los siguientes factores scbre la incorporacicn de [3HI-UTP:
a) temperatura, b) tiempo de incubacicdn £) dosis de sxtractos a—
wibilanos y concentracion de los siguiantes componantes de la
mezcla cde ensayo,; d) ¢encentracion de substrato espec{fico UTP y
&) soncentracion de [3HI-UTP que contiene el radioisdiopq marca-
dorj ademas da prusbas de especificidad como &l sfecto de la con-

centracich de RNAasa exogena y Actinomicina D sobra la incorpora-
cion de £3HI-UTP.



6. MATERIALES.
A)'REACTIVDS.

Los siguientas reactivos proced{an de 1) sigma Chamical
Company (Saint Louis, Missouri, £.U.A.>+ Trisma—base, Sacarosa,
Sercalbdmina bovina (fraccion V¥, Lisozima de clara de huevo,
Acido Desoxirribonucleico de timo de ternera, dextrosa, 2 Mercap-
to etanol (2-M-Etcl), Ditiotrei~tol (DTT)! 2) de Productos Guimi=
cos Monterrey S.A. (Nuevo Ledn, Méfxico)! Cloruro de modio, Deso—
xicolato de sodio, Clorure de potasio; Metanol, Acide clorhfdrico
‘Acido tricloroacetico, Hidrokido de sodio; 3) de Harleco S.A.
(Mexico, D.F.9:Dextrano, Etilenglicol, Etilan-diamino—tetra—ace-
tato de sodio, Fosfato de potasio monobasico; 4) De Merck, S.A.
(Mexico, D.F.3 Extran liquide, cloruro de magnemio, Floruro de
sodio; 2,2-p-fenilen Bia—(5-feniloxazol) para mediciones de cen—
tellao (POPOP), Cisteina, Fosfato de potasio dibdsico, Ribonu—
cleasa pancreiti:a bovina, Actinomicina D; 5) de Packard Co.
(Illinois, E.U.A.) 2,5-Difeniloxazol (PPD) grado cantalleo; &) De
Fisher Scientific¢ Company (New Jersey, E.U.A.?» Naftaleno; 7) De
Calbiochem Co. (San Diego, €al. E.U.A.)! Guanidintrifosfato (GTP)
Adenosintrifosfato (ATP), Citidintrifosfato (CTP), Uridintrifos-
fato (UTP); B) Naw England Nuclear Company (Boston, Massachusetts
E.V.A.) Uridintrifosfato con tritio [ BHI-UTP 20.3 Ci/mol); 93
Painas and Byrne Limited (Greenford, Inglaterra): Panwmeda; 10)
Biofluids Co. U.85.A.! Sueroc de caballo.



7 .METODOS
7.1. METDDOS GENERALES
7.1.1. Cultivos bacteriancs axdénicos
Se utilizd la cepa MX-384 de E. coli que caracterizo’ y dond
a nuestro ceparioc a1l Dr. Fernando Bastarrachea Avila dal Insti-
tuto de Investigaciones Biomedicas de la Universidad Nacional

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

da la coleccion Cold Spring Harbor.

7.1.2.Cultivo de Eacherichia coli cepa MX-384.

Para cultivar lme’n:lcam.nte a las bactarias se emplec caldo
Luria (CL)>, cuya l:omposi:io'n para 1 000 ml fud la siguisnte:
Bactotriptona 10.0 g; Extracto de levadura 5.0 g; Cloruro de
sodis U8B} %rrdre&mo de sodio ¥ N 2 ml y glucosa al 20% 10 ml.

7.1.3. Preparacion del medio de cultivo CL ,

Se disolvieron los componantes sn 9580 ml de sgua tridestila~
da y se ajustd’ @l pH de la solucidn & 7.0 cofNaOH TN se dis-
trihuyor en matraces de S00 ml en El{¥udtad #a 100 ml con tapones
de algoddn y gasa, se esterilizo’ en el autoclave a 121°C por 15
nin y sa do;lo’ enfriar a temperatura ambiente. Se aTfadiaron 10 ml
de glucoma esterilizada por filtracion (Filtros Millipora de 0.22

o de poro) a cada matraz. e

7.2 METODO DE CULTIVO DE ESCHERICHIA COLI CEPA MX-334.

7.2.1. Cultivo de la cepa de referencia E. coli MX-304.

Un matraz Erlsn Meyer da 250 ml, con 50 ml de CL. sun' inocu~
1lado con una asada de E. colil cepa MX-384 y crecido toda la noche

a 31°C con ag?t-nc:ldn rotatoria de 300 rpm.
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7.2.2. Crecimiento de E. coli cepa MX-384.

Con 2 ml de! Eultivo inducido se sembre un matraz Erlens
Meyer de 500 ml, ton 100 ml de €L Esteril. €or alle se obtuvo una
dilutlon del ¥ncculo de {:505 Enseguida se determino’ la dermsidad
optica dé la suspensich en ur toldr{metro Kiett—Summerson & 450
nm. Esta determinacidn Rorrespondid al tiempo tero del tultived
el tual wé incubc’ a 31°C Torr aglitacid¥ rotatoria de 300 ¥pmn. Ge*
tomo” nuavamanite 1a densidad dptica del cultivo k tiempos varia®
bles para determinat” su Frecimientd” ¢Figy 99,

7.3. cultivos Ahibianos Rxenicos.

Sé emplearon tultivos axenitos He ¥rdfozoitos de Aa Eepa PEC
de Entamoeba invadens, Honada por el Dr. Ruben Ldpexr—-Revilla dal
cantro te Investigacidn ¥ Estudiod® Avanzados dal Inatitutd- Poli-
tdcnicd Nationsi, departamentd Oe Biologla EaluTa®r.

¥2.1. culiive axinies Ha 1« Sepa PZ d& F. Gnvadens.

Pard Eultival 1a tepd PZ de E. invadens se empleStel hedid
de cracimientd TPS-Y, descFito por Diamond ¥9969), del qua =a
elinind la mezcla ¢itamfnica de Etuerdo a Ta motificacidn de
{dpez-Revilla ¥ Rodriguez—Bdex 119813,

7°5.2. Preparacidn del medic de cultivd pard E. §nvadens,

capa PZ.

7.3.%.1. Medio basal (TP).

Triptoha ® Paptona de tasefna 5.0 g} Pafmede 10:B g; B 03
glucosa 2.8 §7 [—Cistelna ¥.% g¥ Zcido ascoTbico 0.1 g™ clovurs
de sodio 2.8 g? Yosfato de potasic monobdsico 0.3 g; fosfato de
potasio dibasith ¥.5 §. Se Hisolviebon ios Romponentas.sn B0 ml
da agud tridestiladd Edilents; se centrifuge Ia woluclon Bn-tubol
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conicos graduadados de 50 ml con tapon de rosca a 23Q a a pom 15 .
min & 4°C, Se descartd el precipitade y sa ajustd’ el pH de la
solucion sobrenadants a 7.@ con hidroxido de sadic 10 N » se
aford & 5?0 ml con agua tridestilada estéril. Con msta solucicn
ne- sirvieron! a) 11 ml em tubes para tultivo de 16 & 129 mm, de
borosilicato, con tapdn de rosca (Corningy, s 50 ml en botallas
de 60 mk para cultivo de celulas (Bellcods con tapdn da rosca o
> 1 500 ml en-frascow para agitacion magnditica dem 2 000 ml de
capacidad total ("Spimmer¥, Ballco); sa estarilizaron en al

autoclave a 121°C por 15 min y se almacenarcn = 26°C hasta su uso
por no mds de dos memanas.

7.3.3. Preparacidn y almacenamiento del suero de _caballo.

El suerd de caballoc congelado en frascos de 500 ml con tapdm
da rosca, se& sumergio en baflo de agua (BA) a 36°C hamta desconge-
larse, ensaguida se calentd’a 56°C pon 30 min sn BA, se secaren
las botellas por fuera y s distribuyd el suero en alfcuotas de
10 ml en tubos esteriles de bonosilicato de 16 » 100 mm, con ta—
pon de rosca (Corning). S& incubaren las alicuotas a 37°C por §

dfas para comproban su @sterilidad v daspuds se almacemaron =

~-20°C hasta su uso,

72.3.4. Medie TPS—1.

El medio completo TPS-1 s@ praparc hasta al momento de em=
plaarse. Sa afadic asdpticaments suere de caballo al medio basal
TP a una cancentracidn final de 9.1% (V/V),

7.8.8, Cultivo de la cepa da& reférencia E. invadens, PZ.

En 3 tubos para cultiva da 168 x 125 mm, de borosilicato, con

tanp'n'_ﬂo“rasca (Corning) con 11 rl dor TPS-1 se& inocularon en for~
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ha esteril 1 000 amibas/m} 9 8@ ineubarom a 259 + 1% par hueve

gfas; at tarminorde sf-ton,du ®} medor-se hizo una fiueva regisnen
brés

7.8.6. Peaperacicn del amortiguadod Bie gosfatos OPES s
Diamondp 196833 i

aComponentess Clorure de sedis 6.8ng ;) afosfado de potasbe-dinn
bisico 2.9 g fosfato dé pdtamio monobasico 0.5 9. 8@ mexzclaron y
dislovieéron los componentes ensagua iridestilada; =8 ajustoiel pH
¥ 7.4-7.5 comn NaOH # N soee afordf la solucidnea an dttroe Bandigs
eribuyc’ el PES eh botellas de dilweidn de lmchwe(de berosdlicats,
Corningd con $apom de rosea en a$fcuotas derO0 midaias botelias
don PES sa esterilizarom a 121°C por 15 min y se almacanaron a
4%,

T.8.71Tratamiento dal matertal para cdltivd de amibawc

El tasado.de 1a cristaleria para sulbddoscomprendéotdosbed—

guientes pasost &) enjuagus porcilsdcen emx solucidn womercéal de
hipoclorito Ye sodio diluida al 1% en agua corriente} b) tallado
ton escobillond ed cuabro enjuasgues com agua eorriente; d) enjua-—
gue por i@ & en deidoeoleshidriso sl 1%scedrtaliadd con emcobirs
#ldng ¥) miete enjusgues pon agua sorrdentedpdg) brew anjuagues
top agua destilada; hd mecade & tamperatura ambisnteveolocands sl
materiat booax abajo encanastilias wetalicasa~bom. tubes g las bo—
tellas ya saces, tonmios cuelios § bocamrde las fltimas subiertos
con hojas dobles de paped aluminioy se hernearon & -200°Cporst B
¥ 82 almacemaron en gavatas teeradas.

Las pipstan sanoldbi:ln cortan (Balicaed y lam pipetas

‘w

Pasteur sa& lavaron de la siguienta manera! a) remojo en Extran
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1{quido al 1% por 12 h; b) enjuague en lavador de pipetas ¢(Sifon)
por 30 min; t) Tremojo arf ezt lx crdmica por 12 h; d) enjuagus en
sifon por™l 1 % dos Wnjuagues Bor Ermersidn w7 agua HestFlada.
Las pipatas me secaror en el horno 4 200°°¢° gor B0 him :omcnda:
con la punte haciax arriba en tanast1llad hetdlices, e amve1ie—
ron ar’ papel aluminio ¥ ss estarilizaron en el autoclave] despuss
se llevarcn al horne = 200°C por 3 k.

Ess- tapores de low tubos se lavaror an Extrdr-1{quido al 1%
por 12 fA; enjuagud ed agud torriemte, remofo en dcido clorhidrico
&l 1% por®12 R, Rtaliadd®Rom esecbilidm, enjuague pot sicte vetes
con agux dedla ilave' y Sres veces #orn agus- destiladih. Estow @e
dajarentbecurrif’'pyra wecarios.

tos bulbos pard pipetas seroldgicas ¥ para pipetas Pasteur
se‘estarilizadon 18 eiree® 1I297C e d rascol dé vidFid ton bbca
ancha ¥ %apa de Posea. Eow?blilbom ontaminadow €on Batdciai Bidl
idgico we esterilizarch BHff autotlave pod 2o mlh, despuss de la=
varlos fomo los tapones. i/

¢.9.8: Manteniitents cde la tepaSde sefeiencia® 'C

La sepa dé roferencii se mantuvo Yesémbrand® Y5000 Ssbas/ml
en tres tubos diferantes por vez..s @noculando losPculdivod w £5
%6 2 1°C por nuave afas, aiNidrmihe de’Bstos Se®cbsePvadof los
tultivos copt im microscopie dnvedtide~para tompFobir 8w dorfblo~
gid y movilidad. El major de wstos Pue"emplaado para la siguiente
reasiembra. Se Eonmervaron les tubos de s d1¢¥mi€resfenbra Rastl
comprobar @1 crect@iento e fod tr8fozoitos ¥ fa husentia dé
tontamiriacich en fos cultivos recief sembrados.



7.3.9. Propagacidn de la cepa amibisna.
Cuendo se requurierom cultivos masivos {para el "Spinner”),
astos se iniciaron a partir de wn tubo de referencia com 1.5 b 10‘

amibas/ml, para tansat mayor rendimiento de material parx los en—

savos (fraccidn nuclilzar) .
7.2.10, Comecha da amibaz.
Esta s= efectuc’ madiante enfriamiento de los cultivos en
- agua—hield por 10 min y centrifugacicn a 6500 rpm por 15 min a
4‘c; se desecho el sobrenadants ¥ se obtuvo una pastilla da ami-—
bas, esta pastilla sa lava dos-ve:ei con P8S rapitiendo la cen-

trifugacion a 600 rpu por 1S5S min a A‘Q. Las amibas lavadas fue-

von utilizadas de inmediato, = i

7.4. Mdtodo da ensayo para actividad de RNA polimarasa in vitro.

Se utilizd bduicamenie sl mdtods de Spindlar, at.al. (1979),
El volumen final de las mezclas de ensayo fue de 100 Hl.

7.4.1. Mezcla de ensayoc completa.

Cada mezcla contenfa: Trim-HCI 50 mM <pH 7.9 a 30°% J;
2 mg/ml de sercalbdmina bovina (fraccidn V); P-mercapto-etanol _
4.0 mM; MaCly, Y.67 mM; NaF 6.25 mM; ATP,GTP,CTP 0.62S5 nM respac-
tivamente] UTP 0.048 mM; DNA de timo da ternera ©0.33 ng/ml y
-[3HI-UTP 1 uCi. E1 orden de adicich da los componentes de las
mezclas de ensayc fue el misme antes descrito,

Se describe enseguida @} wétodo detallado de preparacidh de
las soluciones, las cuales requirieron procesos de esterilizacidn
Yy aimacanamienta diferentas, & fin de ronservarlas por tiempos

largos.
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7.4.24 Composicidn, preparacidn.y alpacenaniento de las
sRlucjonensy

Estag gon wezclas foplajas delpeactivos, muches de 408
gualey son~4dermolabiles f- e precipitan gyando se esterilizan sn
autoclave, mezelados con otros; por alle se elaboraron las solu-
c€iones madry por geparadg ¥2CPh ellam Jas polucionas ¢az irabajp.
fg almacang independientemente cada reactivo y las mexclas de
trabajo se preparsron.jinmediataments Antes- dg cada experipento.
Cadg una de los reactivos fueron dipusltos en agua,$ridestilada
estéril y se distribuyaron en tubos de porosi licato gonetapdn.de
Fosca dg 13 x 100 om, pp alicugtas de 2 ml, fe esterilizaren por
calor humedd los reactivos termoestables y por filtracioh los
ttrmnla‘bi:!.esl Para asto Jltimg ga pmplearon gambrapas (Mjlligora
Corparation Bsdford, Ma, E.U.A.5 de 2.5 cm da dizwetro Y poros de
0.22 pm, Los tubos se almacenarpy & ~20°C individuaimente_gop al
pombre de la solycicng concentracich ¥ fecha dg elaboracidn res—
pectivos, Lj concantracjion ds lag Eolucianes madrg se andico’ con
un punero peguidq fo ung X(p-@,u4Q X significy gus 1s concentra-
cidn de una lnlyg:lo'n pada ara diez veces maygr fdue 1p comcentra—
cidn final de trabaig l X). '

£.4,2,1, Amgriioyador ¢a Jisis (AL} para bacterias.

Se integrg con las scluciones ! a 3, las cuales sma adiciona-
ron secuencialmenia p la pastilla celulan de Aos gultivos de E.
coli cepa MX-384.

Solueidn 1

$e forad mazclando las soluglopes 1A!olBh |G ¥ agua trides~
tilada estéril, en proporciones dg 1}5:112,q



Solucidn AAr Frizma base 0.¢ M pN E.9 01.26 g7100 %)
@stepfliziida es autoclave; solutidn 18: Sacarosa 50 g£100 md
estevilizada por Filtrasion} solusicn 16!nClorurcide sedios¥.o"N
¢ 5.84 4100 ml1? éntar¥lizada en Autotlaver

Solucidn 2

Resultd de lacmencla e {am soluchones 2A;28;2C 7% agum trie~
dedtiladifestardde Gi5!Li6me

Soluetdn RAYTSizma base 849 mit (36,33 g/100 mlbsestertliza—
da wR autoedavaii@olucion 2B% EDTA €.5 aM #19.63~g4100 mi) sstex
filizada en aditoclave; solucidn 2C: Lisorima de tlara de huevo,
40 mg/wi esterildesada por *ilidrasicn.

golucion 3

a2 nezclaron las soluciomas 3A;38;3C y agua tridestilada
esteri®l 2:271:58,

solucidn 3A% Slordrd de sodid-B.0 M.{29.8 g4100 ale esteri-
$i2ada en autoclavey sodutidn 8Bt EDTA QI0F M U3.32 §/100: plé
ssberilizada ert autoclavelssoluc icneB6r Desoxicolatiode sodid
@.6% (83.16 g/160 m1)? esterilizada ,_pob mutod luvew

7.6.2.2 . dimorviguadst-da lLisis STk para srefezoitas.

Se mezctlaron dad sdldclovnes 8CT1y A dirmediwbanents antes de
umarss para preparad las solucidn de trabajo © xe

Bolucion 44

tResultc’ de 1a memclis de lmws soluciones BA a 4€ y 3C ed las
siguientes proportiched 121/9:2:4:9:8. Soldicion 443 Wrizmd bazedO
0:T M 61521 g/100 mi) esteridizada on sotoclaved solucdon 4ABde
Cldrurd de potamie 0.G5 M (3686 g/100omdd esterilicadesen autde

clave; solucidr 4C! Fenib-<metano-sulfsnilitosure GRMEZFL19.6 mM
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C17.42 mg/100-ml 2 -estaritzade porafilsracicn; solusidn 4DUEDTA

- ] M ($8.6T my/100 nis entiriligada en aptaclave? solucicon 4E!
Glicerol wkt50% (W/vr-astardlizada en wutoclave jomolucidn 4F dcDEa
tiotreitol #DTYP B.0 mM (77.12 »g/100 ml) esterilizada en auto—
clave.

o4 2802 Solacion weorviguadore pure &) enmayo xe la activie
dad de RNA polimerass tprAs--mezels! Pi) 1

Sa tompusg de lam soluElonés $.a Ya 15 Ias suslew se mezs
ciaroa imiediatamentd snten de assrsejapave prepara# la solucicdn
de trabajosd X.

#roporcion de las soluciones en la pre—mezcla: | vol. de
cada ina de ias soluciones.8 » 12 99 voilst de agua tridestilada
esteril.

cSolucionsB: Trizmackass .0 M (1BbrEg/H0@ wb) pH FxS: Ra—
partida sn alfcuotas s 2w} y esterilirade en autoélava)
motucidhs6( Seroalbdmina bovinmctfraceidn ¥ 40 ma/ml 14.9 gAI00
Rl) esterilizada pos: filteacidnsy teapartida en alfcuctastde 1.m13
solucidn 7t Z-marcaptd-etanol @:08 M (5.6 414108 aldicRepariida
en alf{cuotas de 2 wl y esteribizadasen autociaves solucida Bt
Glorufa de magnesic 6.0334 M 3,19 _g/100 n1)s Repattida sn-alfa
suotas da 2 m} ¥y ésberilizada eon awtaclaved solucicn §!dfierurave
de =odiq-@.125 M (0.525 g/100rmiYvoReparbida an alfcuotas de 2 mi
¥ esterflizada mn auteclave) solucidn 181 &TR.0.0125 M (0.74
9/100 mla, €TP ©.:012E M .40:70 @/100 add, ATR 80125 M €076 /100
ml). Esterilizados pos filkracienhy ocapartidos sm ajicuotas e
100 L1} sokueidn 411:fcidosdesexafntbonucléico (DNAdnde timesde
tarnera €.8 dg/ml €0.56 g/300 mid, hdisuslto en agua tridestila-



22

da este'ri.l y almacenada en recipientsa asta'rilﬁ. an alfl:uotas da
200 pl) solucidn 12! [3HITP 20 pC1 €200 pksmlY. “Preparado con
agua tridestilada estdril en eondicienes sstdrites-y repartido en
alicuotas de 200 pls

7 & Lfquido de centellas de Bray.

Be prepard mezclando los siguiantas resciiveos sn el orden-de
aparicion respectivo! 1-4 dioxano 300 wl} metanol 100 ml; etilen-
alicol 20 al; PPA 4.0 g/l POPOR 0.2 g/l] naftaleno 80 © g/l Una
ver disueltos coupletamepnte sa aford’ la wezrle a 3 ¥tro con ™4
dioxans y s& conservo a tempepgitura asbiente en un recipientes
obscura.

7.6 Obtencidh de extracto bacteriano crudo (Ex 1)

El cultivo en fase astacionaria se congeld radpidamente en
hielo ssco—stancl y se descongedd a chorra dé agua,la pastilla
bacteriana fuel cosachade por rentrifugscion & 11 000 x g por 10
min} f=ta fue’ lizada (0.5 mlY¥ por }a adicioh secuencial de las®
solucionas siguientes! } wm) de soduridn 4, a 0°C por 15 min; 0.25
ml de wolucridn 2, w 0°C por Emin y .25 ml de Solucitn 3 a 10°C
por 10 min. De este extracto se tomsaron 200 Ul pars’ cuantifitar”
protef{nas por el metodo de Lowry: et al R1951), el rewto de la
muastra se mezclo’ COTEun Volumen e glicerol al 26% se distribuye
an alicuotas de P0G ul. Se'sonservola —F0°C hasta wu wso.

7.7 Obtentidn de sxtracto trade amibiemws.

Parer 1a dbtencion de 10k eMirairtos dotdles (ET)osa praparidd®
rofh cultivos amiblanos ¥ se aoaetharbn porccentd ifugatidne Aduna
pastilla de amibas- lavada,sac 1% afiedisron’ dow vBidnenss 8e amor—
tiguador de lisis LY. Mediantes un homogenaizador de cristal
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con émbolo de teflion Elven:cem-pot.ter accionado con motor a F 060
-prn. se homogenizo con 40 aolpes De asia homogenaao sa hiciaron
ocsarvaciones directamente al MICroscoplo an contraste g2 fases o
an campo claro de preparaciones tafiidas con cmstal violeta para
cescartar la posibilidad de contaminacidn €on otros microoraanis—
nos

El axtracto cbrenido se conservd en alfcuotas de 500 jl a
-70% y una extra de 200 Hl para cuantificar su conteniao protei-
co por el metodo de Lowry, et al.(1951).

7.8. Obtencidn de la fraccidn nuclear (FN) amibiana cruda .

Para la purificacion parcial ae los nicleos o trofozo{ios
se cosecharon las amibas, se homogenizaron en dos volumenss de .
sacarosa isotdmica pH 7.4 (sacarosa, 0.25 M NaCl, 0.01 M; cacCl,,
0.005 M y MgCle 6 HeD. 0.005 M). Se centrifugc’ @l homogenads en
40 ml de sacarosa isotdnica pH 7.4 en tubos Falcon de 50 ml con
tapdn de rosca a 2 000 rpm por 15 min v a 4°C Fud retirado sl
sobrenadante con pipeta sarologica y bulbo, se lavd el precipita-
do (fraccidn nuclear) con 5 ml de sacarosa isotdnica pH 7.4 en un
tubo de borosilicato, ednico, graduade, de 15 ml con tapdn de
rosca. La pastilla resultante se lavd con 10 ml de KCI 0.15 M, =e
resuspendic’ en la misma solucion ;_v se centrifugs nuevamenta en
1guales condiciones que antes La pastilla nuclear as{ obtenida
se 11zo’ mediante 1 § volumenes de amortiguador LT y agitacion de
esta suspension contra el fonde del tubo con una pipeta Pastaur y

bulbo. El lizado nuclear se consarvo a —70°C hasta suw usD,



DIASRAMA DE FLUJC PARA LA OBTEMCION DE LA FRACCION
NUCELAR DE ENTAOEEA IMWDENS, CEPA P2

Culiive da Entamogba invadens, cspa PZ

por diaz dfas y yn indkulo de 1000 amibas/mi ..

Cosscha ds amibas por mtrllugl:io'n a
600 -p-nls ndnva¥

Hosogenado de amibas Rendimianto por cusn~
Hamogenizar en Sace— ta del No. de amibss
rosa imotdnica pH 7 4 por m1 en @l hamoc!*--
con un Elvehiem Potter watro

£ 60 golpam )

OBTENCION DE FRACCION NUCLEAR

Centrifugacicn del hosogenaado
en 40 nl de Sacarosa isotdnica
purtaznoorpulll-an-u'b

Sohramadante Fraccion Muclear Cruda

(deucartar) Lavar con 8 ml de Sacarosa
isotdnica pH 7 4 y centrifuger
» 600 rpa por 10 min a 4%
m.lll NUCLEAR Sﬂl—rﬂl“ﬁ.
Lavar con KC1 0.18 {1 v (dencartar)
canirifugar a 2000 rpm
por 15 min a 4%

Spbrenadsnile FRACCION MUCLEAR
(deatartar) snriquucida eon niclacs

. LISIS DE FRACCION NUCLEAR
Por la adicidn de 1 6 vol.
de amoriiguedor da lisie para
asibas I

Probar activided de Detaraimar concen—
A pol inerasa tracich de protef-
niam
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2 9 gEnsayo de sctividagd de RNA polimerass jo vitre,

La sfntesis fud inpciada 3 30 °G cou 1a adicidn del exgrpctg
total o fracciones subcelulares amibianaw. LA reaccion s detuvo
al adicionar a cxda tubo § n}] de a'cxdu tr:c;nrpact'ti;o (TCAY al
5% a 4 9%C en agua-hielo. Las mezclas se filtraron a traves de
filtros de fibra de vidrio, Whatman GF/C ge 2.4 cm de digmetro]
los filtros se lavaron seis veces cop TCA al 5% a 4 °C y seis
veces con etanol frio, F@ colocaron an viales de cantelleo 1£-
quido y se secaron al hormo a 80 °C durante 60 min. Se afadieron
6 ml de lfquido de centelleso (Bray). Las mezclas de centelleoc
liquido se dejaron en Jla oscuridad a 4°C por |2 h La radiactivi-
dad incorporada al material insoluble en TCA se determing en um
contador de centelleo liquido TRACOR-5000, ajustado a 59% de
eficiencia (Fig 2.

7 91 Actividad de RNA polimerasa bacteriana.

En tubos de borosilicato (Pyrex) de 12 x 75 mm (limplos y
horneadoa) numerados en Series de tres, se depositaron 55 yl de
la pre~mezcla de ensayo y cantidades variables de la solucich LT
para ajustar los voldmenes. En seguida sa& anadisron volumenes
variables de Ex 1 y se incubaron ipmediatamente ) 37°C en Ba por
20 min (Fig 3) y hasta por 28 min an 105 ensayos gfectuadoy can
dosis constantes de Ex ] {30 plp ¥ Yiempgs de jncubacion varia-
bles (Fig. 4).

7 9 2. Actividad da RNA qolimerasa amibiana,

Erj tubos de borospjicato de ]2 x 7§ mm (limpiow ¥ horneados)
tumerados en series de tres, se anedieror BS uk de Pwm y cantida~

deg warigbles {ge O a 25 tal) dea LI‘ ? menos gue Se tsp.ciﬂqu.
algin cambic en algin experimente. LA reaccion %@ inicio por 14
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ad:l:lgn dal extracto crudo amibiano 5 la fracl:iol':l Iubc;(fular &
incubac:l(!l:l. a 50°C. "Ca actividad de RNA polimerasa Tus™determinaca
madianta la lnccﬁ-porn:l:fn de I9H1-UTP a material Inscfubie en
écido tricloroacdtico de acuarde al wetodo de Lau, _Q_!.‘Ij.. t1980).
{tos)

5’§ﬂf, Ralacion tamporal del crecimiento de la cepa P2 de
Entamoeba invadens a 25°C en medis TPS-T.

Sg incubaron .!?-9 tubos ton TPS-1 frasco cor':tr 00 mlbas por
ml a 26°C por tiempos variables, de 0 & 12 dfas. Cads 24 h se
eligieron al azar grel tubos para determinar el ndmero de
trofozoltos/mi. Despues fueron descartados, eligiendo otros tres
parg la siguienta diterminl:lo‘:. La figura B rgproaenta el
promedico 3 desviacion estdndar (D.E.) de estas determinacionas.

7.9.2.2. Relacion entre la radiactividad asociada a material
insoluble en acido triclorcacdtico y la cantidad de extractos

totales Uw—trofuzoi{tos de Entamosba invadens, capa PZ.

En tubos da borosilicato de 12 x 758 mm esteriles y hornea-
dos, numerados en series de tres, s fspositaron 55 K1 da Pm,
I:il'lt-:l.dld‘eJ variables t45 Fl agC rlll de amortiguador LT cln al?-
tuotas cracientes 3 a 45 pl) de ET. Se Inc;haron por 20 min a 30
C en BA. La radiactividad incorporada & material insoluble an TCA
le'detrmino’ de acuerdo a los metodos ya descritos. :

7.3.2.3. Relacion antre la cantidad de protefnas totale= de
una 'lrm:cign nuclear subcelular amibiana nnriqultldl con nﬁc'fm
y la incorporacion de C3HI-UTP a material insoluble wn :cido

tricloroacetice.

e inicid I reaccich mediants In adicich por triplicado de
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cantidades variables de nicleos amibianos, exprasado comg
cantidad de proteinas totales. El volumsn de la mezcla de ansayo
e TJLEto a 100 Pl con 55 wl de Pm, ¥y voldmenes var:ables dsl
anortiguador LT. Loas tubos s incubaron a 30°C en BA por diax
min. La reaccion se detuvao codo s& ha descrito previamente La
radiactividad incorporada = material insoluble en TCA se ctuanti-—
fico de acuerdo a los metodos ya descritos.

7 9 2.4. Relacidn entre la cantidad de protefnas totales de
la fratcidn nuclear amiBiana y la actividad de RNA polimerasa

Se anadieron por triplicado cantidades crecientes de protei-
nas de la fraccion nuclear (de O a 125 }a9) a tubos que contenf'an
55 ul de Pm. Los volumenas se ajustaron a 100 pl con LT y se in—
cubaron a 30°C por diez minutos Se detuvo la reaccion Yy se de~
tarmino’ 1a radiactividad incorporada a material insoluble en TCA.

7.9 2.5 Relacion tenporal de la actividad de RNA polimarasa
de Entamoeba invadens, cepa PZ a 30°C.

En tubos de borosilicato se sirvieron por triplicadeo 55 pl
de Pm, 20 'Jl de amcrtiguador LT y 25}.:1 de la fraccidn nuclear
con 112 § ug de proteinas totales. Se incubaron a 30%C por tiem—
pos variables de 0 a 20 min. Se detuve la reaccich y se detarmi-—-
no’ la radiactividad incorporada.

7.9 2.6 Relacidn de la concantracion de UTP y [3HI-UTP
sobra la actividad de RNA polimdrasa amibiana.

En mezclas de ensayo con 50 ul de Pa y 25 Hl de frac:io’u‘-n
nuclear (114.25 9 e prot.-fnas totales) y cantidades variables
da D3HI-UTP, de 1 a4 pCi y de UTP da 0 048 mH a 0.625 mM. Se

incubaron a 30°% por 10 min.

»
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7.9.2.7. Relacidn enire la temperatura y la sfntesis
in yitro de RNA amibiang. :

Las mezclas de reaccion contenfan 50 Pl de Pm, 20 pl de una
s—olu:i.én de [IHI-UTP con 0.20 FCi/pl, 5 ml da UTP 0.577 mM y €5
pa de prota{nas nucleares, todo ajustado a Soowpl. Las mezclas se
incubaron por 10 min. & temperaturas variables, entre 16 y 30°%.

7.9.2.8. Respuesta tamporal dea la actividad de RNA polimara-
sa de Entamoeba invadsns. cepa PZ a 25%. z i

En mezclas de ensayos con 75 ul de Pn; y 25 pl de fraccion
nuclear (67.5 pg de protc{nls totales). Se incubaron T 25°C por
tiempos variables de p a 16 min. )
=9 7.9:2.9. Efacto da 1a ribonucleasa pancreatica bovina, sobra
@]l RNA ambianc neosintetizada. B

A las mezclas da sintesid pre—intubadas por 10 min a 25°% se
afiadieron 2 Unidades Kunitz de ribonucleasa pancreiticl bovina
(10 pl de una solucidn Ton 20 pa/mly, Las mezclas se reincubaron
d 25% por tiempos variables, entre @ a 50 min y se determing’ la
radiactividad incorporada a material insolubls en TCA.

7.9.2.10. Efacto de la Actinomicina D mcbra la sintesis ce
RNA amibiano. . v

A las mezclas de reaccidn sa agregaron cantidades variables
de Actinomicina D (entre O a 20 pgd> ¥ se detérmind’ la radiactivi-
dad incorporada a matarial insolubl# en TCA, despuss de 10 mih de

incubacidn a 25°.



8 RESULTADOS

-0s Tasultados obtenidos son el promedio de tres
experimer*cs indepengientes .

8.1 1 Ralacign temporal del crecimisnto de Esche-ichia
[l !

La cepa MX-384 ge E zoli crecid bian en caldec lLuria y al-
ca-zo su mE 1ma densidad a las 3.3 h de ircubacion a 31°C con
agitacion rotatoria de 300 rpm a wna dilucion de i1ndcuio de 1:50
(Fig 1).

g8 1.2. Relacion temporal del crecimiento de la cepa PZ de

Eramo2oa invadens.

£l incremento de &l ndmero de amibas en cultivo axénico en
TPS~1 mostro una relacion logaritmica con respecto al tiempo de
1rcupacion, en un lapso de diez dias. No presentd fasa de adapta-—
cion (Lag)! lo cual indica que las amibas se encontraban en opti-
mas condiciones fisiolodgicas. Eil maximo rendimiento obtenido, com
un indtulo de 1 00O amibas/wl se registro al onceavo dia ton una
densigad de 1.47 x 10°£ D.E. 0.14 x 10 amibas por ml (Fig. 53.

AYn cuando la actividad de RNA polimerasa es ubicuota, en
I-*amaeba invadens no se ha descrito v no se conocfan las condi—
ciones da ensayc para determinar su activadad in yvitre. Por ello
fue necesario disefar, una mezcla de ensayo partiendo de alguna
va descrita para detectar la actividad ho'm:floga de url arganismo
“1 coendticamente cercano a Entamoeba Elegimos la wezcla de en—
savn para la actividad da RNA polimerasa del protozoario

A 37th mos a tastellanii Como no fud factible obiener una cepa

tertificada de A. castellanif, que nos sirvierta comd tastigo en

cada experimento, durantie el desarrolio de este trabajo fue’ ne—
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esario entyr es adactar a 1 mezcia ce A ca-tella~i wn métoao

ra 5 detectar una activ.dad de RNA poliwe asa biem conocida. la

ge Fsce ¢c—- a r- 1

8 1.3 Relacicn entre la actividad de RNA polimerasa y la
cattidad ae e vracto totas oO® Eg hericnia cola

En a recc.a o ensavo para A castellarai fue posible da—
tactar la activicac de RMNA polimerasa de E coli Hoaird una re—
iacion lip=2al a la dosia de proteinas bacterianas hasta por 917
Fa-

La mixima incorporacion fus as 6 200 + 967 apm con 20 min de
incubacion a S7% (Fig. 3}

§.1.4 Relacion itamporal sntre la activicad ce RNA polimera-
sa de exiractos totales ae E coli, cepa MX-384 a 37°C.

La actividad de RNA polimerasa bacteriana se incramenta’ li-
nealmente con respecto al tiempo de incubacidn sn la mezcla de

ensayo para la RNA polimerasa de A. castellanii. en un lapso de

12 min. La incorporacion mdxaima fue de 13 635 + 1 521 dpwm con 655
pa de proteinas totales (Fig 43.

8.1.5 Reiacidn entre la raciactividad asociada a material
insoluble an TCA vy la cantidad de extractos tovales de trofozoi-

tos de E invacens.

Al intentar detec‘ar actividad cde RNA polimerasa &n ET de

E invadens, cepa PZ en la mezcla de reaccion para A castellanii

en vez de lncorporac:cfn de [3HI-UTP se ancontro’ una disminugidn
asintdtica de la radiactividad basal en los filtros de fibra de

vidrio con respecto &°I& cantidad de material amibiano. Esta
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a:snanuc16h tué equivalente al 83% ge la radiactivicad atrapada

nespec{ficamente &n los filtros (Fia. 5. Tome los tesultados de
a :ncubacion de las mezclas da ensavy “ueror contrarios & los
esperados Es decir como se obtuvo uma funcion de penaiente nega-
tiva. en vez de positiva, con respecto a la cantidad de extratcuos
amibianos iota.es aracidos, se decidid analizar la “-accidn nu-
cles~ rica =n RNA polimerasa y relativamente escasa de artivida—
aes muarolizicas no desaables para =ste prnpﬁ%:to.

8 1 6 Reiacion entre la activioad de RMA pokimerasa amibia—
na ¥ la cantidad de nicleos, expresada como masa da proteinas to—
tales

En la fraccion nuclear, mas depurada gue las muestras ante—
riores si fue posible detectar actividad de RNA polimerasa en la
mezcla da ensaveo para A castellanii. La i.m:orporacio‘n de
[¥HI-UTP a material insoluble en TCA mosird una relacidn lineal
con raspecto a la cantidad de ndcleos. hasta con 93 Hg de protef{-
nas totales (Fig. 7), a los 10 min de incubacidn a 30°C . La md-
xima incorporacidn fue de 90C + 600 dpm.

8.1.7 Relacicn temporal de la actividad de RNA polimarasa
smibiana

La im:orporacidn de ['H]-—UTF-_ a mazerial insaluble en TCA =&
incremento’ répidamente en el primer minuto de incubacidn, seauido
de una meseta entre t y 8 min y despuds disminuvo notablemente
hasta qua. a los 20 min la radiactividad era sd1lo el 43% con res—
pecto a la incorporacidn maxima alcanzada en el primer minuto
(Fig. B). La maxima incorporacion alcanzada en aste anflisis fus
de 2 300 t 42C dpwm. Seis veces menor que la RMA polimerasa de

E. coli detactada en la mismar mezcla.’
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2.1.8. Increwenta de la actividad de RNA polimerasa swmibiana
cori respecta a la cantidad de [IHI-UTP y UTP.

Al aumdntar 1l concentruci,o'n de UTP f+fo a una concentracion
squimolar con los oiros nuclectides (¢ 625 mi) y 1a de [3HI-UTP,
en las mezclas de snmayo se increments’ cuatro veces la incorpora-—
c18n de [3HI-UTP al material insoluble en TCA en una forma pro—
porcional a la cantidad dispomible de radiactiwidad. Con 4 l-ICl
por 100 ui la incorporacior de [3HI-UTP fue’de 4 200 dpm: gomn
respecto al experimento de la Fig. 7 la activadad de RMA pol.iml-
rasa se incremsnto’ al doble al aumentar la concantracicn.de VTP
frio y cinco veces al sumar a la modificacion antarior un incre—
wento de 3 pCi de [PHI-UTP (Fig. 95.

8 1 9. Relacidn entra la temperatura y la wintesis jn vitro
de RNA amibiano.

Bajo las gondiciones encontradas en los anterioras ansayos
se@ incubaron las mezclas de ensayo a tempepaturas variables Y @
encontro gue la actividad da RNA polimerasa amibiana depende cla-=
ramante de la temeperatura. Se observo” su maxima actividad a 25°C
con una incorporacion de [3HI-UTP a matarial insolubla en TCA de
cas1 5 000 dpw. La variacion de + 2°C resulto’en uma digminucidn
de la incorporacidn equivalsnia al 60% con respacto a-la incecpo—
racidn mdxima. A 20°C la actividad fue’ 90% menow que § 25 G-Y A
30°C correspondic’ @l 70% som respecto @ la obsarvada a 25°C.

La mdxaima, actividad de RNA polimerasa (4 764 £ 734 dpa2
ocurrig a 25°C con 65 g de proteinas nucleares totales y 10 min

de incubacidn (Fig. 10).
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’
€1 10 Reiacion temporal de la actividad de RNA polimerasa

La 1ncupora:;55 ce LIHI-UTR a material insoluble en TCA mos-
ro una tendencia lineal con respecto al tiempo ente C v 10 min
as ‘rcunac1éh a 25°C con 67.5‘Fg ae prnte{nas nucleares totales
Fig 11) La mAXima incorporacicn fue de 4 000 dpm.

8 2 ESPECIFICIDAD

Para determinar 1 el material asociado a la raaciactividad y
~gtanioo en los filtros de fibra de vidrio era realmente RNA sin—
tatizago de novo se analizo" a) el efecto de la ribonucleasa pan—
c~eatica bovina sobre la cantidad de dpm asociadas al material
irsoluble en TCA. una vez terminada la incorpuraczdh para la hi-
asstdtica sintesis de RNA y b) el efecto de dosis variables de
Actinomicina D. — un inhibidor de la RNA polimerasa -~ sobre la
cantidad de dpm asociadas a material insoluble en TCA, cuando el
arit1b Jtico se incubd junto con las mezclas de ensayo

8.2.1. Efactoc de la ribonucleasa pancreéti:a bovina sobra la
raciactividad asociada a matarial insoluble en TCA.

Al incubar las mezclas de ensayo para RNA polimerasa amibia-
na pajo las condiciones previamente establecidas y reincubarlas
en presencia de cantidades variables de ribonuclasa pancraét:ca
bovina se observo’ una dxsmznuci&ﬁ lineal de la radiactaividad
precipitada con TCA con respecto a la cantidad e la hidrolasa
afadida Con S0 ) de esta enzima la radiactividad disminuyc’ un
80% ton respecto a los controles na tratados (Fia 12).

8 2 2 Efecto da la Actinomicina D sobre la sf{ntesis de RNA

amibiano.
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Al incubar las mezclas de ensayo, en presencis de cantidades
variables de Actinomicina D se encontro’ una disminucion asintoti~
ca de la radiactividad asociada & material insoluble en TCA. EIl
aefecto inhibitorio mas notable ocurric con 2 pa/100 ul C40%).
Dosis mayores resultaron en inhibiciones menos aparentes. La in-
hibicion mdxima ocurrio” con 20 pg/100 Pl (80%) y la radiactividad

incorporada Quierhl insoluble en TCA corraspondioc’ al 20X de ;I

incorporada por 4os controles no tratados (Fig. 136
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9. DISCUSION

Entamoeba invadens 23 un protozoario nari'iito del intestino
de reptiles. Constituys un buen modelo para estudiar diversos
aspectos [elacionados com da biologfa molacular de la diferen—
ciscign calular, porqug esta especie o5 unicglular, su ciclo
piologica consta de sdlo dos fases: trofozoiios y guistes y por-
que puada, cultivarse axenicamente (95) e inducirsa sy enquista-
manto in vitro (97,98) baja condiciones bien captroladas, Du-
rante la, diferenciac ion de trofozoito a quists hay s{ntesis pre—
farencial de ciertas moleculas, lo que facilita e} estudia del
control de la expresicfn genica para la implementacion de un nota—
ble ¥y unico avento: La mrfoge'nesia de la pared guistica y espe-
cificamente la sintesis de quitina, gqua constituye la mayor parte
de dicha estructura.

El modelo experimental qua se desarrolls’ en €ate trabajo we
basd an el descrito por Spandler ey al. (27). Eonsistio en la
deteccidn b4 caracterizacion de la actividad de RNA polimarasa an
extrartos libres de trofozoitos de cepa FZ de E. invpdens, esti-
mada como mcnrporaci:fn de radiactividad a material precipitable
an TCA al 5% y retenida an filtros da fibra de vidrio, da!pue's =
incubar el material biosintdtico en presencia 3HI—UTP. Para svir
tar el efecto indeseable de ribonucleasas. y proteasas (106,107,
se utilizo exclusivamentes la fraccidn nuplear para los ensayof,

Debido a que la actividad de RNA pol merasa de E. invadens
no se habfa descrito hasta ahora, no se congcf{au lgs gendigicoes
de ensayc para la iranscripridp ip vitre; Poy ello fye’ necesarjo
disefar una mezcls de ensayq, parjiendo de unp.ya deRcEilpcPaFe..
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datectar la wrarscripcion 17 viira de preparaciaones obtenidas de

o ganismss U=iCatios & & 1nvadens Se elidid la utilirads para

aatectar fa actividad de RNA polimerasa de Acan*hamoeca

castaclanid (27.42.1007 Fue necesario acemas resolver obra difi-
cultad! En la época en la gque sa inicid este trabajo no fud po—
sible cbtener una cepa de & castallapii vy era i1ndispénsable
contar con un modeloc bien caracterizado para utilizarlo como
control irterno en tada wno de los experimentos que luego se
realizarfan en E 1invadens. Como afortunadamente las mezclas de
trarscripcio’n son muv parecidas en todos los sistemas b:.olo'glcos
utilizaaos hasta ahora sa eligio la descrita para la actividad

e RN& polimerasa de Eschericnia £oli cuya actividad o= umiver—

salmente coocida. Be encontro’ gue en la mezcla de ensayo de A.

castellanii sZ era posible detectar 1ncorporac10'n de tradiactivi-

dad a material precipitable en TCA al 5% en extractos totales de
E. toli y que la incorporacicn de [JHI-UTP en dste modelo depen—
diz del tiempo y de la dosis, lo que indicaba su especificidad y
confiabilidad Una vez que se observe actividad de RNA polimerasa

en la mezcla de ensayo de A. castellanii, sa decidic’ intentar la

detaccidn de activicdad de RNMA polimasrasa en los extractos totales
de E. invadens con esa misma mezcla. Para asegurar la calidad del
material bioldgico vy la confiabﬂ.idad de los resultados, las ami—
bas se cosecharon en fase exponencial tardia y se observaron en
frascd €con un MICTOSCOPLo esta’ndar‘ para degcartar contaminacionas
ron otros microorgamismos bLog cultivos amibianos no presentsaron

fase de adaptacion (Lag) durants su crecimiento axenico, lo cual

indico que las tflulas se encontraban en dptimas condiciones i
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En los primeros i1nientos para detectar la actividad de RNA
polimerasa con extractos totales amibianocs en la mezcla de ensayo
de A castei’anii sorprendentemente se observo wna disminucion
asintdtica de la radiactividad retenida en los filiros. e fup—
cion de la canticad de exiractos to‘ales amibianos. en vez de
aumentar como se esperaba. Estos resultados podrian explicarse
po=~ €l efecto de una actividad que degradase el L3HI1-UTP o quie
intercambie 21 [?H1 por h1dr6§eno no radiactivo y que superase
loz efectos de la RNA polimerasa que s& ssperaba datectar, avi-
tando la geteccidn de su incorporacidn al RNA o poOr un enNnascara-—
miento de la radiactividad por exceso de protainas. Para evitar
este problema se decidic eliminar la mayar Parte de protainas in-
ﬁspecffxcas y actividades indeseables trabajando exclusivamente
con la fraccion nuclear. Con esta medida s se logrd obtener im—
corporacidn de radiactividad a material insoluble en TCA al 5%.
Este efecto fue’ dependiente del tiempoc de incubacidn vy de la
cantidad de muestra amibiana. Ello permitic’ pensar gue dicha in-
:orporac1dh ara 2l producta de la actividad de RNA polimerasa
esperada. Sin embargo la maxima incroporacion de t?H1-UTP se al-
canzo’ rapidamerite (en el primer minuto de incubacidh? y la incor-
poracion de radiactividad a material insolubla en TCA fue mas ba-
ia de lo deseable (dos veces mayor que la basal). Como ello po-
dria’ debersa a que 1a mezcla dea ansayd no contenia la cantidad
suficiente de UTP, tanto frio como marcado con tritio, se decidioc’
probar el efecto de la concentracion de ambos reactivos. Se ob~

servd que al aumentar la concentracidn da UTP frio de 0.048 1 oa
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0 0625 mif ¥ de (3HI-UTP de 8.3 nEi/pl & 40 nCi/ul w& inthemen—

taron cinco vacas las dpm incorporadas; del material al RNA
neo-sintetizadeo. Una ver gque se logro aumentar la eficiencia del
modalo y de que se comprobo la confiabilidad del modelo de ensa-—
yo, 82 analizo al efecto de la temperatura de incubacion sobre la
gintesis de RNA. Se ancontro que la RNA polimerasa de E. invadens
tieme una clara dependencia por la temperatura, con un margen Buy
estrecho de variacidn (0.5%); se observo su maxima actividad a
25%, lo cual incidentalmente coincidio con la temperatury o‘btina
de crecimiento de esta especis amibiana (88,89). Por otro lado,
la RNA polimerasa de E. invadens mostrd una depandancia lineal
con respecto al tiampo de incubacidn, entre O y 10 min.

Para detarminar si la radiactividad asociada al material
insoluble en TCA al 5% ara realmente RNA neo—sintetizado, se ana—
lizd el efecto de la ribonucleasa pam:rea't.;ca bovina sobre la ra-
dractividad incorporada a material insoluble en TCA y de la Acti-
nomicina D0 Cun anhibidor de la RNA polimerasa), anadida a las
mezclas de ensayo antes de la incubacion. €n el Primer caso sa
encontro una disminucion lineal de la radiactividad atrapada en
los filtros {27,32,53) y en el segundo caso se observo una dismi~-
nucion asintdtica de la radiactividad ssociada a material inmolu~
ble en TCA con respecto a la concentracion de antibidtico
(43 77%). La inhibicadn parcial de la sintesis de RNA in vitro
por la Actinomicina 0, no es sorprendents porgue an otros muchos
organismos este antibidtico mo imhibe totalmente la Cranacripcidn
an !i‘l'.__ru: (36,37,76). Las observacionas antariores pusaden inter-

pratarse como sigue! La ribonucleasa hidrolizd el RNA nao—sinte—
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t.zado y la Actinomicina D irhibic’ ia actividad oe RNA polimerasa
auiblanz en las mezclas de ensayo

Las diferancias funcamentales antra la mezcla de ensayo das—
crita por Spindler et.al. (27) vy la utilizada en &ste trabajo
fueron tres: 1) el uso de una fraccion subceliular nuclear cruda
&n lugar de RNA polimerasa purificaoca, 31) el incrémento de ia
concentracidn de UTP de 0.048 mM a O 625 mM (13 cveces) v 111) el
wuso de radiactividad cinco veces mayor en los ensayos oe @sta
tratajo que en los descritos por Spindler et al. (27)

Lonsicerands la radiactividad incorporada a material imaolu—
tla er TCA, estimada como dpm, la eficiencia del modelo de estu-
dio desarrollado en este trabajo fue 1.85 mayor que la de Detke y
Paule en 1975, adaptado para RNA polimerasa purificada de A.
caste’lanii (83), 3.5 veres superior & la ce Nishiura (31), para
analizar la RNA polimerasa II purificada de D melanogaster ¥
practicamente igual al modelo usado para RMA polimerasa I ¥ II
pur1ficadas de miclecs de hi{gado de rata (23).

La dependencia por,la dosis y el tiempc de incubacidn de la
RvA pol.merasa am:biana tambidn s& ha descrito en RNA polimerasas
de muchos otros organismos (cf. 10,23,28,31-33, 108, 109)..

La temperatura ce actividad mdxima de RNA palimerasa &s muy
variable en la naturaleza y especff 1ca de especie, los sigurentaes

ejemplcs ilustran lo anterior: Drosophila melanogaster 25°C (317,

placenta humana 37°C €¢36), A. castellanii 30°C (27), B subtilis

35°C (1083, E. coli 379 (109), niclecs de higado de rata 37°C
(23), celulas embrionarias de Xenopus leavis 30°C (28,104T
E. invadens 25°C (este trabajo).
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1@ CONCLUSIONES

e desarrolld ur moocelo experimental in vitro para analizar
de una manera confiable la sintesis enzimdtica de RNA de la cepa
PZ da E. invadens, el cual ho sa habfa descrito hasta la fecha.

La RNA polimerasa de la cepa PZ de E. irvaders tisne las
siouientes caracteristicas' 1} es dependiante de 1a oosis de pro—
sefnas totales oe la fraccion nuciear. 2) el tiempo y 3 ae la
Lemperatra ce incubacidn, 4) es sensible al efecto de la Acti-
nomicina D y §) es triocestable. puesto que en el desarrdllo de
dste trabajo se congelaron a -70°% las preparaciones nucleares
hasta su uso

Las condiciones de ensayo definidas en este trabajo para la
RNA polimerasa de E. invadens, cepa PZ fueron las siguientes: 1)
temperatura de incubacidn 25°C, 2) tiempo de incubacidn mdximo 10
min, 3) concentracion de UTP no marcado 0.625 nM, 4) concentra-
cidn de radiactividad (LIHI-UTP 20.3 Ci/mmol) 4 HCi/100 pl y 5)
dosis (equivalente a cantidad total de prot.ainas de la fraccion

nuclear’ 67.5 Fu .

11 CONTRIBUCIONES Y PERSPECTIVAS,

El uso ce la fraccidn subcelular nuclear de E. 1invadens per-—
mitio’ detectar actividad de RNA p;:llnerasa in viiro que hasta la
fecha no se habfa logrado.

Como 2l enquistamiento de E. 1nvadens puede inducirse
in vitro bajo condiciones bien controladas, 'y muchos aspectos
norfo.lcfguos vy fisioldgicos de los trofozoitos se diferenc{an

tlaramente de los gquistes, fundamentalmente la pared quistica
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_onstituida de guitina gue no exisie en los trafozoitos; Ssia
:specie cons*ituye un buen kodelo para gl estudio de la reguia-
r1on transcripcionzl de un grupo muy especifico de genes' Los que
odifican para la quitina sintetasa.

£l modelo in viiro desarrollado en sste trabajo permitira
generm1nar zon precision y reproducibilidad la actividad de la
;RNA polimerasa ae E. invadens, cepa PZ, Bn cualauier estudio re—
.zcionado con la actividad enzimatica, transcripcion y la regula—
cidn ce la expresidn genica. Adn cuando ha sido ampliamente estu—
'a1ada. no se conoce cabalmente el mecanismo de control de dsta.
El modelo experimental aqu{ descrito podria usarse para incremen—
tar 2l conocimiento sobre los factores que regulan la expresidh
ceén:zca durante la diferenciacion de E. invadens! Durante el en—
guistamiento, aparescen macromoleculas Gua n; g2 encuantran an los
trofozofios, como lo quitina, especifica de pared (93,98). Ello
inplica, cuando menos, la bicsintesis y la activacion de guitina
sintetasa y de los RNA mensajeros correspondientes, como ya se ha

daf inido para la sintesis de celulosa, durante la biogéhosls de

pared e la diferenciacion de A. casteilanii (52). Como el en~

quistamiento de E. invadens puede inducirse in viiro, &n condi-
‘ciones axenicas; el modelo de trahscr:pcién aquf descerito permi-—
tir{a analizar con detalle el mecamismo de control de la expre-
‘szdh génica involucrado en la sintesis de pared. Lo cual & ®u
?vez.-constituye un modelo de estudio de diferenciacion celular
relativamente simple Con la experiencia ganada con E. invadens,

podrfa estudiarses la transcripcidn de Entamoeba histolytica; l1a

cual pressnta puchas similitudes con E. invadens, incluysndo =l
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enquistamisnto come una de las dos fases de si cticlg buoldgices

Z b stol tica es @l agente 2tioldgico da la am:biasis, que

constituve wuno de los principales problemas de salua pdhl:ll:a an

Mexico. Los quistes de Entamoeba histolytica son las formas in—

fecciosas de este parasito Hasta hace muy poco tiempo era prac—
ticamenie wmposible estudiar aspectios relacionagos con la dife-
renciacidr de &ste protozoario parasito del Fombre. Sin embargo
actuslmente va se@ cuenta con un modelo de sintesis de pared de

E histolviica, en condiciones axe'm.cas. desarrollado por Mata-—

Cardenas y Said-Ferndndez (99). La sintesis de pared celular es
por definicion la principal caracteristica de! enquistamiento. Si
se conociera &l mecanismo {ntimo de control de la sintesis del
polisacdrido, constituyente de la pared, se padr{a encontrar un
wetodo para bloguearla. Lo cuwal eventualemente podr ia ayudar a
interrumpzr el ciclo bioldgico de este protozeario patdgeno. Po—
dr{a contarse entonces con un método de control de la amibiasis,
propuesto hasta ahora como una remota posibilidad.

Modelos como el aql..if desarrollado pusden contribuir eficaz—
mente para majorar € incrementar &l conocimiento de la b:l.alagfa
molacular de los protozoarios para'sit.os y de algunos aspectos co—

munes a todas las cdlulas en general
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