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J. LtSTA DE ABRE~tATUAAS 
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E'lact.e,-!. !' Thy -
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SOS 
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Bacte,-ias que han ineoroorolldo BrdIJ ... 
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Tim1na (:50",g/mlJ 
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Citcc.lasina O 
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Dimetil 5ulfóxido 

Acldo de!5oxir ... ibonuelaieo 

Davis, aQu., agar y glUCOsa 

O.vi., agua, aga,.., glucosa y timina 

Ho,.. •• 

H.din O.rvie eanidian Cells 

Hedio de ~.ntenimiento p.r. amiba. 

(Gl1111n y Di.MOnd. 1980) 

N-etillllaleimid. 

N-metil-N·-nitro-N-nitro.oguanidina 

Hidroli~ado d. eas.!n. 

Pa .... hid,..ixime,..cu,..iben~o.to 

2.5.-difeniloxa~ol 

revoluciones por minuto 

SoluciÓn da antibioticos 1 

penicilina-es treptomicina 

Dodecil sulfato de .odio 
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TCA 

TEMED 

Th y 

Tr i ~ 
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NaCl 0.15 Molar 

aCldo tricloroacéti co 

N,N,N'-tetrametil-etilen diamida 

Timina 

Tris-hidroximetilaminometano 

(Trizma base) 
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11. RE8Ut'IEN. 

Con al objeto de contar con un sist~m. experimental que 

permita estudiar la relación d a las proteínas dal citoesqualeto, 

actina principalmente, con la motilidad del protozoario par •• ita 

~~i~mº!~! bi!~g!~ii~!. h.mos obtenido mutantes resi.tent •• a 

citocatasina D (COI. 

Los trofozo'tos de ~at!~~! hi!tºt~tL~! se ~ut.geniz.ron 

con nitros09uanidina y se .aleccionaron m.diant. un proc~imi.nto 

especIfico para mutantes defectuosa. en fa90citosis, obteniendo •• 

una población M.terDo.ne. enriquecida en trofozoítos defieient •• 

en movilidad con una capacidad erttrofaoocítica disminuida. 

Dichas ~tant.. se cultivaron en el ~diD 91 - S-33 • . durante 19 

pasajes alternados en au •• ncia o presencia de en (5~Q/ml). d. 

donde .e obtuvo una subpoblación re.istent. a esta concentración 

de l . drog. (Subpoblaclón "BN). 

En au.encia d. la draOa, tanto la cepa silvestre COMO la 

~ubpoblaciÓn MB" , mostraron un tie~o ~ttdl0 o_neracional de 17 y 

18 horas, respecti vament •• En presencia d. ~ ~o/ml d. CD, la cepa 

silvestr . no mostró 

!lubpoblación "B" creció llIorfoláOic~lUlI.nte sin alteraciones .unque 

m.s lentamente con un tie~po de Qttn.ración de ~h. 

Tanta l. cepa silvestre coma la sUbpablación "8", se 

clonaron en aOar semisolida .islandase la clona XI d. la c.pa 
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si 1 vestre, asi como de la liubpOblaC:ión "B" las clonasl 63, 31 , 

33, ~1. 53 Y 54 . En la presente tesis, se hizo la caracterización 

de la clona mutante G3 tomando como control 

cepa silvestre. 

la clona Xl de la 

En presencia dw CD (5~Q/ml), la clona Xl mostró una evidente 

~ e~ s i~ : !i1~d. ~esp~e~di~ndo!ie del sub!itrato a las primeras horas 

de cultivo y lisÁndose posteriormente. En ausencia de la droga 

tuvo un crecimiento normal mostrando un tiempo de generación de 

20h. La clona mutant. 63 creció mas lentamente pero perfectamente 

bien: en ausencia de CD mostró un tiempo generacional dllt 22h 

mientra s que en presencia de la droga fue de 29h. No obstante 

ambas clonas fueron igualmente sensibles a emetina (10~Q/ml). 

Caracterizamos parcialmente la v irulencia d. la mutante 63, 

midilmdo 5U erttrofaQocitosi!i y efecto citop.tico. L. 

eritrofagocitosis mostrada por la clona Xl medida a diferentes 

tiempos (O,~ ,10.15 y 30min.) y que aumentó en forma gradual, fue 

inhibida de manera considlltrable en presencia de CD. La clona 

mutante 63 mostró un. t •• a .ritrofagoc{tica disminuida en 

aproMimadamente un b57.. Este porcentaje de inhibición se mantiene 

en presencí. de CD (~~g/ml) o en auseneia d. la droga. 

En lo que respecta a la destrucción de monocapaw de células 

MDCK o efecto citopático, a los bO min.de interacciono la clona 

X1 destruyó en 5U tot~lidad la monocapa. mientras que la clona 63 

mostró una disminución considerable porcentual en el grado de 
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d~~trucción. En pres~ncia de CD, hay una inhibición completa en 

la clona Xl, no asi en la clona G3 que mo~tró el mismo 

comportamiento que en aus encia de la droga. 

La velocidad de sínte~is de proteína~ se midió por la 

incorporación de metionina-38S a proteínas y fue comparable en 

amba~ clona9 no ,. 
comportamiento electroforético de la actina la clona mutante G3 

en electroforesi5 uní 

proteínas con metionina-3 0S. No obstante al verificar el patrón 

elctroforético unidimen~ional de las proteínas provenientes de un 

e~tr.cto total de la clona mutante G3, tiene di~minuido un 

péptido de 87,000 daltones y tiene incrementado un péptido de 

21,000. 

A raiz de los resultados anteriores, del presente trabajo 

concluimos que hemos aislado una mutante proveniente de ~Qt!mº!~! 

~!~tQ!~~~~! HH1-1HSS que crece perfectamente en ausencia o en 

presencia de 5~g/ml de en. La disminuci~ en sus características 

de eritrofagocltosi. y efecto citopÁtico, aunado a la alteración 

en su patrón de proteínas podrían estar relacionados con la 

resistencia a CO mostrada por dicha mutante y probablemente s. 

deben a una alteración en la superficie membranal de la amiba . 
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111. ANTECEDENTES. 

De acuerdo al esquema propuesto por Paoe(1976) y Levine y 

col., (1980). la ubicación taxonómica de ~~t~m9~~! bi!tgl~tl~! •• 

sitúa de la aiguiente maneral 

ReinOI Protista 

Subreino: Proto~oa 

Phyluml Sarcomastioophora 

Subphylu~: Sarcodtna 

Superela •• : Rhi~opod. 

Cla •• 1 Lobos •• 

Subcl.se: Gy~a.oebi. 

Orden I Amoebid. 

Fa~ilia: Endamoebidae 

Generol Entamoeba 

E~pecie: _~~~!~g~~! hi~tgl~ti~! 

El s ubreino protozoa .st~ constituido esencialmente por 

todos los organismos eucarióoticos unicelular.- . Mid.n desde 1 a 

50vm o mas , el rango de la mayor!. se encuentra entra ~ y 250Vm. 

Casi todos son holozoicos o saprozoicos aunque tambien se 

encuentran orQanismos holofíticos. 



-,-
La p~incipal l(nea de evolucien en el grupo ha sido .. travRS 

de e9pacializaciones ~ubc.lul.re5 u crganelos, los cuales 

funcionan en alimentación. IOCDlaOCión. osmoregulación y 

reproducción. 

algunos son 

Muchos son uninuclaados o con nuclaos veslculados, 

multi nucleados o heterocarióntlc05 COMO los 

pertenecientes a l phylum Ciliophora. Su tipo de reproducción es 

sexual o asexual dependiendo del grupo. 

El subreino Protozoa incluye alradedar de 65,000 •• p.cies 

identificadas, d. las cuales mas de la ~itad 

d. 10,000 son par.sitos. Entra las .-pacías 

son fósil •• y cerca 

vivient •• , de los 

sarcodario5 estan incluidos 250 paráSitos, 11,300 de vida libra 

(cerca de 4,600 son fDraminíf~o.); d. los flagelados alrededor 

de 1,800 son paráSitos y ~,100 son de vida libr.; 

esporozoarios ~,áOO 50n parÁsitos (inc luyendo lo, phyla 

Micro.pora, l1y)(o.pora y Asceta.para) I 

ciliado •• on cerca de 2,500 parásitos y 4,700 .on de vida 

libr~. Indudablemente aun hay muchos cientos que no han sido 

clasificados. El subreino protozoa se compone d. siet~ phyla 

entre los que se encuentran ; SARCOMASTI8OPHORA,LABYRINTHOI1ORPHA, 

APICOPLEKA, MICROSPORA, ASCETOSPOR~, MI XOSPQRA y CILIOPHORA 

(L~vin~ y col.,1980). 

El phylum S.rcom •• tioaphor. comprende. todas lo. arO.nismoa 

unic~lul.res, e)(cepto las foraminíferas heteroc.riónticos, cuando 

hay reproducción seKual los 

seudopOdo'. 
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Los mi.mb~oa del subphy lum .arcadina ti~nRn seudÓpodos, o 

flujo protopl •• ~iCD locomotor sin seudópodos .eparados ; cuando 

contienen flagel05 105 presentan en a lgun estadio temporal de 

d~sarrolJo o usua lmente estan restringidos, presentan cuerpo 

d •• nudo o te.ta, esqueleto interna o externo, reproducción sexual 

por f is ión; 

gametos flagelares o raramente gam.tas .~.boid.s. Este subphylum 

abarca a varias especies de vida l i br e (Schma rd •• 1871). 

encuentran los 

organismos que locomoción • traves de 

lobopodlo5 , o bien por medio de flujos protopl.s micos sin la 

producción de seudópodos separados (von Siebold.184~). 

Los protozoarios d. l. el... Lobosea, s on aquellos que 

presentan seudópodos Con e.racter loboso o mas o menos filoso, el 

eua¡ se produee a p~rtir de un a*plio lóbulo hialino, no 

anas tomoso, la e.lula usualmente as uninueleada aunque axisten 

alQunas forma. multinueleada51 no poseen 50rOearpOB. esporanQle., 

e euerpos fruetíferos similares (Carpenter.19bl>. 

La subela • • Gyrnnamoebia abarc a a les orOanismes que ne 

tienen test. (Haeckel,J862l. 

característieas distinguen l os orQanismos 



p.~tenecient.s al o~den Amoebida: II 50n típicamente 

uninucleados, 2) s& ca~acte~izan po~ tene~ m1tocond~ias y 3) no 

p~e5entan un estadio flagela~ (Eh~enba~9.1830). Cabe menciona~ 

que ya se ha demost~ado quo 

mitocond~ias (Rosanbaum y Wittne~ 1970). 

. 
La familia Endamoebidae comp~end. a cuat~o generos 

&~t!mº~~~, ~~~!mª~~!. !ª~ª~º~~! y g~~ºl!~!~ . E.ta fa.ilia est. 

constituida por amibas pará.itas qua en su ciclo de vida 

p~e •• ntan dos fases, la da quiste y la d. trofozoíto. Los 

t~ofozoítos son generalmente pequeños y viven en al canal 

alimenticio de varios animales hospedaros. El enquistamiento es 

un fenómeno común (Sinoh.197~). 

Los c~1teriog qua se han usado para establ.ce~ la di visi6n 

taxon6mica en oeneros y 

nucleares, las características de los trofozo{tos y quist... la 

2.g~11~! hl!t~i~~l;! Behaudin, 190~. ~fDlao{. y e1ela 

biológieo. 

El ciclo da completo 
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b!!~2!X~ís! (gr. destructora de tejido.1 bX!SQ! tejido, 11.i., 

disolución), cansí.t. d. cuatro 8.tadios con'.CUtiV05: 

trofo~ofto. prequi s te, quiste y mataqui.te. El trofazaíto o for .. 

móvil de ~~ h!~1ºlxS!S!. es unA e.lula .lt.~nt. dinámica y 

pl.o~órfic. cuya for~. y motilidad as .Mtr.~.d.m.nt. -.n.ibl_ • 

cambio. en el medio ambiente fisicoquímico. A temperatura. 

menores de 37OC, da COftO resultado una l.ntitud prDQre.i v a en 

e.tal tiende. redond •• r •• y •• da.pega fácilmente del sub.trato. 

La. variaciones local •• en el pH, osmolaridad y potencial redox 

tambi.n puadan alterar la forma y motilidad de la. célul a •• El 

pleo-arfis.o, la movil i dad activa y su adhesiÓn al tubo d. 

cultivo o • otra. amiba. form~do grumo., .on indicadores 

excelentew de la viabilidad de lo. trofozoit05 en cultivo. Saja 

condicionew ad ver ••• t a les como la. que .e encuentran en lo. 

cultivo. viejo., la. amiba. e.férica •• e desprenden de la 

superficie de crecimiento o c ••• n de aglutinarse con la. amiba. 

contigua. Mostrando poca evidencia de movilidad interna y de 

acuerdo a 

por SeQundo. La celula vegetativa se reproduce por fistÓn 

binaria, lo que ya na sido confirmado por mtcrcetnefotografía 

(Shaff.r,y col . 19bl), no tiene una forma fija y usualmente •• 

mueve de manera unidireccional por .. dto d. d •• plazamtantos 

pecul i ares a trav.. de clara. s eudÓpodos ectopl ••• tcos que . e · 

puaden .~tender repentinamente. El ta~ño d. lo. trofozo{to. 

varia de 10 a bO~. pero l •• ayorla .on de l~ a 30~m dependiendo 

d. la cepa y e.tadio de d.sarrollo (Dobell,1928l. La. amiba. 
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obtenida. directamente d. híQadc o de lesione. intestinales son 

generalmente Qrand •• , midiendo alrededor de 20-40 vm de di.m.tro. 

mi entra. que las .ncontrad.. en heces no diB.nt~rica5 o en 

cultivos, miden entre 7 y 30 ~m (Mart{nez-Palomo. 19821. 

El prequiste.s un estadio intermadio entre los estadios de 

trofozolto y quiste. L. forma prequ{stica •• d. cuando 81 

trofozoíto ~u.str. una actividad retardad. sin refringencia, de 

forma oval o redondeada, siendo mas pequeño que el trofozolto 

pero mas grande que el quiste debido a 1.. incl us iones 

alimantici •• ¡ 8U acci6n •• udopodial es ¡enta y no hay mcvimiento 

prDQreSi vDI durante la maduraciÓn o quiste., sacret. una deloada 

pared celular (Cleveland y Sandera, 1930). Aunqu. 1. morfología 

nuclear de lo. trofozoíto. teñido~ con ~ematoxilin. es de valor 

diagnóstico, no es el ca50 tal con la ~orfologta nuclear del 

prequiste, ya que ~ay una reoroanización de la •• tructura nucl.ar 

durante •• t ••• tadio (Larsn,1972l. 

La fa.e quí.tica.. .1 •• tadio i nfecttvo de la amiba. El 

lnm~vi1 y 

pos.e una pared celular la cual e5 muy resi.tent. a diferentes 

condicione. ambiental •• (Cleveland y Sandera. 1930), aunque loa 

quistea .on resistentes a secreciones o'strica., no pueden 

resistir por periodos prolongados a la d ••• cación. a te~eraturas 

superior •• a 50a C, a la luz solar o al agua clarinada CKott y 

Kott, 1970). La pared del qui .te mide O.5~~ de grueso y e. la 
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promedio mas pequeftos que los trofozo{tos, as decir de 8 • 20vm 

(Ch~vez y col. 1978) 

maduración dal prequiste uno, dos o, cu.ndo son maduro. h •• ta 

cuatro núcleos, estos n~cl.os son mas peque~os que el núcleo del 

trofozo(to, aunque similares .arfoIÓQic • .ente. En est.dio. 

tempranos de la formación del qui.te, puede pos .. r un. v.cuol. de 

glucógeno y uno o ~ás cuerpo. cro •• toldes den •• ~te b.s6filos 

los cuales c.racterísticamente tienen terminales redonde.d ••• Los 

cuerpos cro~.toides est.n constituidos de agregados cristalinos 

de ribos~.s y posible$ente algo de glucÓqeno. e.to. cuerpos 

cromatOides, desaparecen en los quiste. viejos (~rtínez-Palomo. 

1982). 

El •• tadio de metaqui.te .. da cu.ndo el qui.te pierde .u 

(Arroyo-8W9ovich y col. 1980) Y 

entonces el citopl.... .e divide tantas vece. cc.o exi.tan 

nÓcleo. y a vece. un numero mayor. Lo. p.qu.~o. trofozoíto. 

producido. d. estas dlvi.icnW5 •• u .. ntan de t .... o. ca.plet.ndo 

asi el ciclo biolÓgico. 

El citoesqueleto de la. eolulas eucarióntiea. se encuentra 

conformado como un sistema fibroso tridimension.l ramificado, 

cons tituido de cuatro componente. fibrilares citoplásmicos 
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prin~ipales, mi~rotúbulos . ~i~rofllamentos delgados y gruesos, 

filam~ntos intermedios y las mi~rotrab~ul.s. Estos elementos, 

fun~lonando de manera ~oordinada, mantienen la arquite~tura y por 

consiguiente l. estructural d. l. 

(Porter,19841 . Los .studios bloqulmico. de esta •• structuras han 

demostrado que los mlcrotúbulos están constituidos por dimero. d. 

las proteínas tubulinas (a y ~I con un pewo .olecular d. 110,000 

dalton •• CSnyder y Mclntosh,197bl, tienen un di.~tro .~t.rno de 

alrededor de 24nm y atr.vie~an el citoplas.. de l. c.lula desde 

el are. perinuclear h •• ta la periferia (W~ar y Osborn, 1979. 

Brinkley y col. 19801. Lo •• icrofil •• entos de actina o delgados 

miden de 5-7 nm de di.~tro (Cl.rke Y Spudich,19771. son de 

longitud variable y con frecuencia .e encuentran CDaO hace. que 

tienen d. O. lVm a 0.2vm de di ••• trol .e encuentran en las e_lula. 

~scular .. y no musculares y en oca.ianes se asocian con la 

me.brana pl ••• ática . Es posible visualizarlos COMO fibra. de 

celula. que estan en 

Sold.an y col.,19751. 

tensión que surcan el citoplasma en 

movimiento activo(La~aride. y Webar,19741 

Son poll.-ro. de una prot.ína principal un •• 00 

molecular d. 42,000 daltanas dena.inada actina. La actina •• la 

protefna contráctil encontrada y con relativa 

abundancia dentro del citoplasma d. l •• c.lul.s 

La actina al igual que l.s tubulinas san proteínas altamante 

conservadas dentro d. la •• cala filooenética donde e~isten como 

diferentes isoformas . Esto sa ha damo5trado d.t.r~inando la 
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estru~tura pri mar :~ ~~ la. actinas y tubulina, obtenida. de 

diversas fuentes, ancontr~ndose que cuando manos hay seis 

actinas diferente. y tubulinaa que tienen cambiados algunos 

aminoácidos del extremo amino terminallVanderkerhove y col. 

1978l, lo que produce algunas diferencias en 

isoeléctrico d. estas proteínas. La actina d. 

el 

la. 

punto 
, 

celulas 

musculares tiene un punto isoelE!ctrico de :5. ,4 y s. le ha 

denominado alfa la. celulas no musculares tienen dos 

isoactinas diferentes y tienen un punto isoel.ctrtco ligeramente 

ma~ bá.ico que la actina (al y se les ha denominado beta '.' y 

gamma O') (Garrel. Gibson,1976). 

El tercer componente del citoesqueleto Bon los filamentoB 

intermedios; reciben este nombre ya que su tamaño es intermedio 

entre los ... i c",:: ':",::!::,..: ! os y 1 e:. mi crof i 1 a.mentos. Ti enen un di oÍmetro 

de 10 nm, su longitud es variable y a veces se a.ocian en 

manojos; son estructuras filamentosas que no se ramifican y se 

han identificado en una gran variedad de células animales 

(Lazarides,1980l. Existen cinco tipos difarante. de filamentos 

interMedio. los cu~les se encuentr~n formando parte dR e_lula. 

mesenquimatosas <Franke y col.1978l, células nervio5as(Leim y 

Hutchin.on 1982; Sh~w y col. 1984l, célula. da la glia (Goldm~n y 

col. 1978), cé lulas mU6culare5(Lazarides y Hubbard, 1976) y 

células epitelialeslNoll y col. 1982). 

Fin.1llmente, la matriz citopl~sm~tica es el componente menos 

estudiado del citoesqueleto, sobre el cual existe controversia. 
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La matriz citopla~mática S~ ~ ~ ~~scrito en una variedad de 

células con la técnica de microscopía de alto voltaje. como redes 

fina6 de delicados filamentos d~ 3 a ó nm de diámetro que se nan 

denominado microtrabeculas (Wolosewick y Porter.1979l. Estos 

filamentos se interconectan entre si y forman una fina red o 

que aparentemente conecta estructuras 

celulares tales como microtúbulos, cisternas del retículo 

endoplásmico, polisomas y fibras de tensión. A la fecna no se 

conoce la naturaleza molecular d. este componente del 

citoesqueleto; sin e~bargo se na sugerido una naturaleza 

proteínica para el mismo y el espacio que queda entre la malla, 

llamado substancia fundamental, se na pensado que está 

constituido por agua y metabolitos de baja peso molecular IScniwa 

y col.1981). 

A pesar de la extensa literatura sobre la ultraestructura de 

los trofozoftos de ~.b!~!ºl~!i~~ y de la sorprendente movilidad y 

plasticidad de este protozoario, se conoce muy poco acerca de la 

oroanizacion estructural y caracteristicas bioquímicas de su 

cito~squeleto. Aunque microtúbulos y m1crofilamentos son 

elementos del citoesqueleto que s~ consideran universales de las 

células eucariónticas, actualmente no nay pruebas bioquímicas 

~oncluyentes de la presencia d~ microtúbulo5 en e5te paráSito. 

Sin embargo, existe la evidencia de la participación d. ~&tas 

estructuras en principales etapas de la mitosis de 

~.bi~tQl~!i~ª tipo Laredo (Gicquaud, 1979), que d~ alguna forma 

indica aproximaciones al conocimiento de la funcionalidad de los 
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microt~buIO~. En el caso de la actina, $e han identificado 

estructuras filamentosas en el citoplasma de loa trofozo{tos de 

~. ~!!!g!~i!~! con el usa de la técnica d_ microscopia 

electrónica a temperatura ambiente (Marttnez-Palomo y col.1974 

;Michel y Schupp 1975>. También 

parecer de microfilamentos. bajo 

~.~!~iQ!~t!~!. en regiones donde 

se 

la 

la 

ha observado agregados al 

membrana plasm~tica de 

superficie celular esta 

especializada par. formar c.anales fa9DC{tico~ ... ma..:ru .... nocítlI..O ... 

{Martfnez-P;¡¡ lomo, 1982) • 

Can t~cnica9 de inmunofluorescencia usando tanto sueros 

antiactina (Aust'Kettis y col. 1977) o oon anticuerpos 

antj-a-actina y falato~ina fluoresceinada; se ha demostrado la 

pre.encia de actina aunque no en form.a filamentosa sino como 

agregados en el citoplasma y la membrana (Sabanera y Mez;¡¡, 1982). 

Gadasi en 1982, reportó que del 15-20X de la proteína total 

amibiana, está compuesta d. una proterna similar a act1na que 

activa la meromiosina dependiente de ATPasa de conejo. Dicha 

mol~cula con propiedades de actina fue ;¡¡islada y caracterizada 

por Meza y col. (1983), usando un procedimiento que minimiza los 

niveles extremadamente altos de prote61isis encontrados en 105 

e~tractos amibianos. La actina aislada tiene un peso molecular d. 

45,000 dalton~s y un punto isoeléctrico de ~.4, 

.cido en co~parac1ón con el de la ac:t1na 

ligeramente mas 

de mú9culo. Una 

car.cterfstica especial de esta actina aislada e9 la deficiencia 

para unirse y act i var a la enzima DNAasa 1 prObablemente debido a 

modificaciones en su composición pept{dica y en su conformación. 
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Se de~~ono~e totalmente ~omo se regula la polimerizaciÓn de 

actina en amibas, si hay proteínas a$ociadas a ella o si actina 

es responsable de fenómenos de suerficie que a su vez determinen 

la conducta invasiva de este par~sito. la cual puede e s tar 

directamente relacionada con motilidad. 

Las citocalasinas son metabolitos secundario~ de hongos que 

inhiben una amplia variedad de movimientos celulares, incluyendo 

division celular, motilidad. secreciÓn, fagocitosis y cambios en 

la forma 

mayor/' a 

celular (Tanenbaum.1978). Se ha encontrado que la 

de l as citocalasinas existentes por 10 menos inhiben el 

competir con sitios de unión de alta 

afinidad en la membrana plasmatica (Atlas y Lin, 1978; Rampal y 

col. • 1980). además se ha vi sto que l. inhibí dón del transporte 

de azúcares por estas drooas no esta relacionada con el efecto 

producido en las estructuras celulares que contienen actina u 

otras protelnas contrácti les (Atlas y Lin. 1978, Lin, D. y Lin, 

S., 1979). 

Debido a los profundos efectos sobre la morfolog1a y la 

motilidad y a raíz de las numerosa. observaciones de los efectos 

drásticos s obre las estructuras filamentosas, se sugirió que el 
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sitio de ~cción inicial de las citocalasinas se encuentra en la 

maquinaria contráctil celular (Godman y Miranda, 1978) • En 

efecto, la sensibilidad de l as células a las citocalasinas con 

frecuencia se toma como un indicador de la partlcipación de un 

sistema contr~ctil compuesto de actina, dentro de ciertas 

~ctividades celulares, aunque no este apoyado por evidencias 

El mecanismo de accion de las 

citocalasinas aun no esta muy claro, pero su efecto hasta hace 

poco sa ha delucidado en diferentes estudios i~ ~it[Q usando 

actina purificada, los que claramente demuestran la inhibición de 

la tasa de polimerización d. los filamentos de actina (Brenner y 

Korn, 1979; Brol.,ln y Spudich, 1979; Li n y col., 

MacLean-Fletcher y Pollard, 1980; Flanagan y Lin, 

1980, 

1980) , 

suoiriendo 

bloquean la 

que lo anterior se debe a 

elongación de los filamentos al unirse a estos 

impidiendo a su vez la formación d. la red filamentosa. La acciDn 

inhibitoria involucra la unión de las citocalasinas a sitios de 

alta afinidad directamente sobre 105 filamentos de actina 

(Brennar y Korn, 1980, Flanaoan y Lin, 1980). 

Otros estudios han demostrado los efectos drásticos de las 

citocalasinas sobre los extr~ctos de geles citoplá:zmicos 

(WeoihinQ, lq76) • en mezclas de actina y factores de Qalaci6n 

purifi~ados (HartwinQ y 

Polla.-d . IQRnl . ~obre 

Stossel. 1976, 

l!Iicrot~bulo5 '1 

lq79; MacLean-Fletcher y 

en la interaccion con 

filamentos de actina y/o protein~s asociadas (Griffith y Pollard, 

197B) • Supuestamente, todos estos efectos tambien ocurran en las 
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, 
celulas en e~perimentos i~ Yi~9, pero la diferencia d~ 105 

efectos de las citocalasina~ ~n estas condiciones experimentales, 

en comparación con los que se han observado empleando actína pura 

iQ _yit~Q, es que hay un rearreglo en masa de los componentes del 

citoesqueleto (Godman y col., 1980a, 1980b). Dicho rearreglo e~ 

dependiente de energía metabólica (Schliwa, 1982), Y puede estar 

acompañado o no de la despolimerización de actina celular; un 

caso específico, son los eventos observados con citocalasina D 

(Morris y Tannenbaum, 1990). 

De todas las citocalasinas e~istentes, 

(CS) y la citocalasina D (CO), son las mas estudiadas actualmente 

en diversas líneas celulares y, debido a esto, se han obtenido 

aproximaciones mas convincentes de los efectos causados por estas 

drogas. Por ejemplo, en el caso de la CO, Schliwa (1992) ha 

encontrado que muchos d~ los efectos causados por esta droga 

sobre la morfología celular, probablemente son el resultado de la 

combinaC1Qn directa de la droga con los componentes fil.~entosos 

y de reacciones celulares secundarias, ademas, que .1 tratamiento 

con CD puede causar una destruCciQn muy severa de la malla 

filamentosa tridimensional .1n causar alteraciones ya sea en la 

fo~ma celular o en la desintegraci~n de las fibras de tensi~n. 

Por otra parte, Vahar. y col. (1982) ha comparado .1 efecto 

de 24 diferentes citocalasina5 a nivel celular y molecular; los 

resultados de esta investigacion 6ugieren que la inhibición de 

los procesos de motilidad celular causados por las citocalasinas, 
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se pueden at~íbuir a la uní~n de estas d~ogas a la actína. sin 

emba~go, la evidencia de la 10calizaci~n int~acelula~ de los 

sitios de unión biológicamente activos po~ las citocalasinas no 

se sabe hasta la ~echa. 

En organismos untcel ul a~tls. pa~ticula"'mente en 

~equie~en contacto y que dan como consecuencia la mue,..te de las 

c_Iulas blanco po,.. pa~tR de la amiba, se manifiestan t~es 

adhesión, citólisis y fagocitosis, 

dichos eventos son inhibidos po~ citocal •• inas <Ravdin y 

GUR,..~ant, 1981 ; 1981 ; L6pez-Revilla y 
, 

pa~ticipacion dinoÍmica d. la 

amiba y Q![ _!! la d. su citoesqueleto en donde la p~ot.{na 

actina juega un papel importante. 

Una mutaciÓn es un p~oc.so mediante el cual la info~mación 

gen~tica de un o~gani.lllo su~~. un cambio •• t,..uctu~al. El mismo 

té~mino desc~ibe • un gen modificado que produce el proceso 

mutación se ~efiR~.« un cambio fenotípico causado por un gene 

modificado. El t~~mino mutante se utiliza pa~a identifica~ a un 

cambio ~enot{pico p~oducido por la 
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mutación, en donde lo~ cambios mutacionales po~ lo qeneral 

ocu~rie~on en nucleótidos (mutones ) o unidades mas Q~andes de 

ONA o RNA (Averbach.19ó2). 

Los genes mutados lo mismo que los no mutados, tienden a 

autoperpetua~se, ya que el p~oceso de duplicación génica precede 

a cada división celular. Una vez que se establecen a19unos genes 

mutados, son tan estables Coma 105 genes oriOinale. que sufrieron 

una mutación, aunque otros pueden ser mas susceptibles de 

continuar modific a ndos e. Las mutaciones pueden ocurrir en 

cualquier c~lula y en cualquier etapa del ciclo celular, asimismo 

el efecto inmediato de una mutaci~n y su capacidad para produci~ 

un cambio fenotípiCO lo determinan su dominancia, el tipo de 

célula en que ocurre y el ciclo vital del oroanismo (Drake,1970). 

El .isla~iento de mutantes ha sido el punto de partida en el 

análisis de un gene. Hasta muy recientem.nte, los o&n •• se han 

identificado solo por la caracterizacion de mutaciones que pueden 

ser letales o que bloqueen el desarrollo de alguna caracterl.tica 

visible. El ~apeo de mutaciones dio lugar al concepto actual de 

que si en un grupo d. mutaciones todas afectan la mi.ma 

caracter(stica y permanecen Juntas (esto ha .ido demostrado con 

pruebas de complementación ), 

oenética funcional. A partir del 

el orupo constituye una unidad 

descubrimiento de que el ONA es . . 
el material genetico, el concepto de mutacion es el de un cambio 

en la secuencia de pares de bases, un cambio en la secuencia 

nucleot(dica puede da~ lugar a un cambio en la secuencia de 
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aminoacidos y de e~te modo alterar o abolir la actividad de una 

El empleo d. mutantes en células procariónticas y 

eucariónticas como modelos experimentales, ha permitido un mejor 

conocimiento de loo 
, 

procesos bioloQicos elementales tanto 

bioquímicos como Qenéticos. La aplicación metodoJóQica d. la 

bioloQla molecular en mutan tes de células eucariónticas esta 

respaldada principalmente por las investigaciones realizadas en 

los ultimas años. En c'lulas de mamífero en cultivo se han 

demostrado fenómenos de aparición de mutantes, 
, 

espantaneas o 

inducidas (Gupta y Siminovitch ,197b), de pasaje de 
, 

informacion 

usando DNA de.nudo o 

cromosomas metafÁsicos <Cargaro y Pearson , 1981) Y fenÓmenos de 

recombinaci~n <Wasmuth y cal.,1980J. Entre los tipas de mutan tes 

mas utilizados, Be encuentran las mutantes resistentes a droQas. 

Se han aislado un gran 
, 

numero d. mutantes resistentes • 
droQas como por ejemplo a colchicina en c~lulas somaticas en 

cultivo (Thompson y Baker,1973; Minor y 

5iminovitch,197b), methotrexato (Flintoff,1980l, compactina 

<Masuda y cal.,1982). ernetina <Gupta y Siminovitch,197b) y 

citocalasina <Toyama y loyama 1984). Las mutan tes resitentes a 

droQas son herramientas muy valios.s que sirven como modelo 

experi .. ntal para estudiar la naturaleza bioquímica y genética de 

procesos celulares específiCOS o asociar alQun cambio fenotípico 

de la e.lula con la resistencia adquirida. Por ejemplo, 
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c~lulas de ov~rio de hamster chino (CHOI, se han aislado mutan tes 

Lú~ ~~mlda y gri ~eofulvina (Cabral y 

col.,1980l. indicando que la resitencia a e~tas drogas está 

asociada con una alteración en la subunidad B de la proteína 

t .... L ... lina. De i,,;¡uOll modo. en este mis.a sistema celuiar. se han 

aislado mutantes resi s tentes a maytans ina. 
, 

di c ha mutac i on esta 

asociada con una alteración en la proteína a-tubulina (Mattnew y 

co l •• 1985l, mostrando que el sitio de accion de esta droga se 

encuentra en el sistema de microtúbulos. Toyama y Toyama (1984), 

ai~laron y c aracteriz aron e n una línea celular de carcinoma 

humano (ce lulas 1<8), mutantes resistentes a citocalaslna 8i en 
, , 

dicho estudio se encontro una alteracion en la subunidad B de la 

proteína actina SUQiriendo que esta alteración puede ser el 

resultado de una mutación en el Qene que codifica para la 

B-actina, a una modificación post-traduccional de esta o a una 

acti vación de un gene silencioso para la ~-actina. 

Los ejemplos anteriores nos indican, que . specifica mente s e 

puede estudiar la funcionalidad de una proteína en particular 

asoci a ndola con la resistencia adquirida por 

cualquiera de las múltiples manifestaciones fenotípicas que pueda 

La re s i ~tencia a droga~ en protozoarios para~itos ya ~e ha 

descrito desde el inicio del presente siglo l Ehrlich,19081 y 

desde entonces, se han reportado diversos trabajos c oncernientes 

a ello (BrOloolning.1954¡ Peters,19741 Rollo, 19801 Santi y 
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col. ,1984). En especies de g~~!~º~~! , s@ h~n aislado mutantrs 

varios Antibióticos o (Jeffrey y 

Thoma~,197B; Injeyan y col .,19791 Orozco y col.,1985a) . L •• 

principales aportaciones de los trab~jo5 antes mencionados, son 

la creación de modelos celulares que se podrían utilizar rn .1 

estudio de 105 mecanismos de acción de drogas y/o agentes 

terapéutiCOS en protozoarios paráSitos de hu.anos. 
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IV.INTRODUCCION • 

La motilidad e. una de las iun~ione5 ma~ importantes en la~ 

~~lulas eucariónticas y de la que dependen proce.os elementales 

de la célula. Por citar algunos se pueden mencionar: la 

celular, el la endo y exocitosis, el 

movimiento intracelular de organelos y partículas, el movimiento 

ameboideo y la fa 90citosis • En 105 procesos ante. mencionados, 

actualmente se sugiere que existe una participaci6n directa del 

aparato contr~ctil denominado citoesqueleto. 

La extraordinaria movili dad y plastic i dad de los trofoz01tos 

del protozoario parásito ~Qt~me~~ ~l~tgl~t!E~, lo convierten e n 

un excelente modelo para el estudio de lo. eventos dependientes 

d. MOti l1dad pinocltosis, formación de 

pseudópodos . movimiento citoplásmico. etc. son todas actividades 

que parecen estar re lacionadas con su virulencia y patogenicldad. 

La participación de proteínas del 

funciones antes citadas e s una extrapolación de lo que sucede en 

otras células eucarjóntlcas, ya que se conoce muy poco acerca de 

la funcionalidad y organización estructural de las prote{nas de 

su citoesqueleto en ~Qt!~~~! ~1~1º1~tl~! y 

parásitas. 

otras 
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ea uno de los primeros componantas que ha sido bioqu{micamente 

c~racteriz~do (Gadassi,l982; Me~a y col.,1983), sin embargo, 

actual~te se d.sconoce como ~e regula su polimerizaciÓn, si 

existen prote{nas asociadas a ella y que esto este relacionado 

con motilidad o con fenómenos de superficie que a ~u vez 

determinen la conducta invasiva de este parásito. 

Existen evidencias que postulan que tratando los trofozo{tos 

de g ~i!iº~~~iS! con citocalasinas B y D. se puede disminur su 

movilidad y virulencia. Particularmente en la que respecta a la 

citocala.ina O, s~ piens. que esta droga presumiblemente inhibe 

la a dhesión amibiana posiblemente porque altera la funci~n de los 

microfilamentos de la amiba dando como resultado la disparsión d. 

las moléculas de adh.sina que se encuentran en la superficie. asi 

como 'a alteración en la forma celular (Ni col son. 1976 1 

Aust-Kattis y Sundquist, 1978). Evidencia concreta sobre la unt&n 

de citocalas1na a la actina de amiba se ha obtenido recientemente 

en nuestro grupo (Rosas-Giselle,Te.is). 

Como ya se mencionó en la sección anterior. la resistancia a 

drogas en protozoarios par.sitos ya se ha investigado desde el 

inicio del presente siglo. Sin e~b.roo, aunque se han reportado 

d iver§o$ trabajas concerni.nte~ a ello. particular~ente en ~~ 

bi~!º!~iis~ no se ha definido 

ayudar a explicar la relaci~n 

un modelo experimental que pueda 

de una de 1.5 proteínas mas 

importantes del citoesqueleto celular de la a~iba (l. actina), 

con fenómenos involucrados con la patogenia del parásito. 
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Y.- OIJETIYOI 

Con la finalidad de contar con un sistema ~xp~rimental que 

permita estudiar la r elaciÓn de las proteínas del citoesqu9leto 

(entre ellas prlncipel~nte actlna' con la motilidad del 

HMI-IMSS mutantes que esten alteradas en s u fagocitosis asi come 

la se lecc ión de clonas por su resistencia a citocalasina D. 

Partiendo del quo la disminuciÓn en la 

virulencia reportada en la cepa silvestre en presencia de 

citocalasina, probablemente es producto de una alt.r.ci~ en la 

actina, dió lugar a la realizac i ón de los si guiente. objetivos 

particulares 

- Selección de una clona .utante de ~.bl~lg!~li&!. que sea capa% 
d~ cr~ar en presencia de 5VQ/ml de la droga citocalasina D. 

- Hacer una caracterizaciÓn parcial de la clona obtenida mediant~ 
criterios de v irulencia tales como, 

ilEritrofaQocitosis 
iílEfecto citopÁtico 

Hacer un análisis bioquímico de lo •• xtrictos proteínicos de la 
mutante obtenida mediante I 

il Electrofores is unidimensional 
ji) El.ctrofor •• is bidiaensi onal 

Medir in vivo la incorporaciÓn de .. tionina.~~S de la clon~ 
mutant;- obt;ñida. 
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VI.- MATERIALES Y METODOS 

L~ selecci~n de mutantes ~uxotréfic~s para timin~ se hizo de 

acuerdo .1 método de Jeffrey H. MilI er (1972) , usando 

trimetoprim. 

Bacterias de la cepa 

sembraron por estría en cajas da petri, en medio mínimo con 

glucosa (Gmin) Oespues de 24h de crecimiento, las células se 

co •• charon con el auxilio de una e.pátula y s. resuspendisrcn en 

ss a una 0.0. de 0.4 (660nm), que corresponde a una densidad 

bacteri.ana aproximadamente de 4 X loe cél ulas por mililitro; 0.1 

~l de la .uspensi~n bacteriana se agrego por duplicado en tubos 

de vidrio de lB X 150mm con tapón metalico los cual •• contenían 

5ml de NZx. los tubos se incubaron a 37a C durante 6h en agitaci~n 

leve. Después de transcurrido el tiempo de incubación, las 

células en fase logarítmica de crecimiento se cosecharon por 

centrifugación (6000 r.p.m.15 min) en una centrífuga de mesa y se 

colocó la pastilla bacteriana en tubos de 18 X 150 mm estériles 

que contení a n 10 mi de NZx suplementados con NTG a una 

concentracian final de l00~g/ml 
, 

(previamente se disolvía en DAVIS 

N). Las células con NTG se incubaron durante 15min en baño maria 

a 37a C, se centrifugaron y se lavaron dos veces con SS esteril 

La suspensi ón" bacteri ana mutageni zada lOe trans f i ri ó a otrO!l tubo!l 

conteniendo 5ml de Nlx nuevo y se incubaron durante 24h en 
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a) Selecci6n con trimetoprim en medio liquido. 

De la suspension bacteriana anterior se tomo O.lm} y se 

a9re9ó a un tubo con bml de Gmin Que además contenía trimetoprim 

(200~Q/ml) 

en baño maria a 37°C durante 24h en agitación. Transcurrido el 

tiempo de incubación, se agrego Iml de la suspensión celular a 

otro tubo que contenía 9ml de SS estéril; de este último tubo se 

hicieron diferentes diluciones, de donde finalmente se tomaron 

O.lm! y se dispersaron por duplicado sobre la superficie de 

AN+Thy contenido en cajas d. petri (apro~imadamente se 

dispersaron 1000 célula. por caja). Las cajas se incubaron 

durante 4Bhrs a 37~C • 

b) Selección por la t.cnica de replica en placa. 

, 
Es ta tecn ica , introducida inicialmente por Lederberg y 

Lederberg (1~2), permite la transferencia en una .ola 
, 

operacion 

de la r .plica de una placa principal que contenga de ~O alOa 

colonias, a varias placas diferentes. 

Las colonias bacterianas contenidas en las cajas AN+Thy y 

con la ayuda de palillOS estarile. se sembraron en cajas con 

medio nuevo y 58 incubaron a 37°C durante 4Bh . Después del tiempo 

de incubación, las cajas anteriores se sembraron por parchado 
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tanto en medio G~in como .n AN+Thy , por 10 ~.no • •• •• ~br.rcn 20 

cajas de cada medio. La. 

temperatura y tiempo antes mencionado. 

se inc:ub .. ron 

Después del 

a la .ísm. 

periodo d. 

i ncubac i Ón. se obtuvo 

crecieron en presencia 

resembradas. 

.1 porcentaje 

y ausenci.. de 

d. coloni •• Mutant .. que 

thy en todas las =_ja5 

c) Pruebas de reversi~n de las bacterias Thy-. 

Las cajas de petri conteniendo AN+Thy se dividieron en 8 

frólcclones por la parte exterior con un $arcador indeleble. La. 

colonias bacterianas que crecieron en AN+Thy en el procedimiento 

anterior, se resembraron por estría en los compartimientos 

citados anteriormente; se sembraron 50 cajas en total con 8 

colonias en cada caja, mismas que se incubaron durante 24h a 

37"C. Despu';. 

resembraron por 

del ti_po 

estrfa en 

indicado, estas mi~a. colonias 5e 

cajas individuales pero ahora en 

ausencia de Thy (solo en Gmin), V 5e volvieron. incubar. Una vez 

que paso el tiempo de incubación. quedo eliminado un porcentaje 

de las colonias. ~ientra. que el 

incubando un tiempo similar. 

Incubaciones sucesiVaS nos indicaron c~o las colonias 

bacterianas se fueron eliminando por carecer .1 medio de Thy. Una 

vez que se cumplió un tiempo considerable (144h) , 

que no .astraron crecimiento en S.ln (17 en total), •• volvieron 
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a resembrar en Gmin+Thy y se incubaron durante 48h. 

Con la ayuda de una espátUla 5e coaecharon laa coloniaa 

individuales. se resuspendieron en 0.1 de SS est&ril y.e 

disper.aron sobre la .uperficie de G~in en cajas de p.tri. Al 

centro de cada caja .e agregaron 2 rng de NTG y .e incubaron 

durante 4Bh a 37ac DespuBs del tiempo de incubaciÓn. la. 

mutantes que no revertieron se se~braron por estría sobre la 

superficie de Gmin+Thy a diferentes conc~tracione. (~. 2~ y 

y posteriormente •• seleccionaron las mutan t •• 

auxotróficas que crecieron a la concentración opti .. de Thy¡ de 

y s. 
SN-7. 

l. 
, 

denomino 

El material u.ado por primera ve~ .e lavó con SIeKACLIN. se 

enjuago muy bien varias veces con agua de la llave y despu.v con 

agua destilada. Posteriormente se dejó durant~ bh en NaOH 1.0 N • 

s e enjuaQQ muy bien varias veces con agua de la llave y se coloc~ 

en HCl 1.0 N un tiempo igual al del NaOH para despu •• volver a 

enjuagar con agua de la llave y bidestilada. Posterior~nte se 

colocó en una estufa durante 3h a 200°C. 

En el caso de los tubos de cultivo, estos •• sumerj1eron en 

una solucibn de ROCCAL (un vol. 
, 

de esta saluelen que ya viene al 
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10% con 5 vol. de H2 0 destilada), se dejaron durante una hora y 

despues se tallaron por la parte interna con un eSl;obellon suave; 

se enjuagaron con agua de la llave varias veces y se I;olocaron en 

CLORALEX al ~y. I~in los tapone~), durante toda la noche o un 

tie~po equivalente. Se enjuagaron muy bien por lo menos 7 veces 

con agua de la llave y un tiempo similar con agua bideBtilada. Se 

:·,,,,,,;c,¡,ron oiiI l. ",¡.~a temperat u ra y tiempo c::omo se mem:ionó 

anterior~ente y se esterilizaron en autoclave 120Ibs.pulg-2/20 

min.> . 

La composición del del ~edl0 de c::ultivo 91-5-33 corresponde 

a la descrita por Diamond, y c::ol., (1978) a eKcepción del Biosate 

el cual se sustituyó por Biotriptasa producido en el pars 

t910XONl y del suero de bovino I"ICRQLAB). 

Biotriptasa 3001 dextros.ISIGMA) 109; NaCllBAKER) 201 

KH2P04(BAKER) 0.691 K2HP04(BAKER) 1.001 L-ci,teina(SIGMA) 1.001 

acido L-a,corbico(MERCK) 0.20; citr~to f¿rrico amónico (SIGMA) 

0.023bO>' 

Se mezclaron y se disolvieron los componentes en .oua 

tridestilada (conductividadL",en el orden en que e s tan citados, 

se aju.tó la mezcla a pH b.8 con NaOH 5N añadido gota a oota y ,e 
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botellas de vidrio con tapa mi~Mas que se cubrieron con pa pel 

aluminio; se esterilizó en autocla ve (15 lbs/puIQ-= po r 15 min.). 

Se cerraron bien lo~ tapone~ de las botallas y al medio 58 

congervo a 4~ o a -20~ . El "dio de cultivo no s. utilizo 

después de 15 dias de preparaci~n • 

b) Descomplementaci6n del sue~o . 

400ml. se su.erjió en baño de aQua a 3ba C h.sta descongelar lo . 

Despué9 las botellas se colocaron en otro baño de aQua a ~óac por 

30 min en agitación; se sec.ron 1 •• bot.lla. por fuera y •• 

distribuyó .1 suero en fracciones alícuot •• d. 100.1 en bot.lla. 

de borosilicatro •• teril •• (Whe.ton) con tapón d. r~ca que s. 
, 

mantuvieron en refriQ.racion. 

c) Medio BJ-S-33 completo . 

Al suero de bovino que s. conservó en alícuotas de l00ml .e 

le añadió a5~ptica~nte 20 mI de una mezcla d. vitaminas 

de suero al 13~ lv/v) y de vitaminas al 3% (v/v), e.te medio lo 
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Los tro~ozoítos de l~ cepa HMI-IMSS ~i51~da por D~ la Torre 

y col., ( 197 1) , ~ueron cultiv4dos ax~nicamente en el medio 

BJ-S-33". Los cul ti vos .n ~aslEt logarltmica de crecil'lliento se 

colocaron en hielo durante 10min para despeoar l •• células de 1 .. 

paredes del tubo, •• "9i tilron souavemente, •• centri~uQaron 

durante 5m1n • 1500 r . p.m . y •• ajustaron • l. concentr ac i ón 

deseada. Los tro~ozoíte~ se s.~raron a bajas concentraciones 

utilizaron tubos de vidr io de 16 X 125mm Con tapón de rosca 

lCORNING de mex). Los cultivos a~ibianos siempre se utilizaron en 

fase media logar í tmi ca de creci~iento. s al vo indicación al 

re.pecto. 

, 
selecc! on se desarroll~ de 

manera 5imilar <aunque con alguna. modificac ion.s dada. l.s 

caracteristicas de nue.tro si.tema), al •• quema descrito por 

Clarke ,M. (1978l. para la obtenciÓn de mutante. de motilidad de 

basado en l . 

sensibilidad que presentan los trofozo{tos a la irradiación cen 

luz cercana al espectro visible, despu~s de incorporar en su ONA 
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la BrdUr que llevaba n las bacterias que ingirieron (~ig. 2 l . 

, 
jI Hutagene~i5 

Las amiba~ en fa~e logarltmica de crecimiento se crecieron 

511-7 durante an a 37u C. 

4 X 10p trofo~o!to~ se cosecharon por centrifugación (1~00 

r.p.m. por Smin J. y ~Q lavaron tres veces con PBS pH 7.0 para 

eliminar las bacterias. A continuacíÓn, la pastilla amibiana so 

resuspendió en un tubo Falcon esteril de 50ml con 10ml de medio 

mínimo de~crito por Gillin y Oiamond ( 1980) pero sin glucosa, que 

designamos como G.O. en este medio los trofozoftos •• 
sometieron a un periodo de ayuno durante lh en ba"o de agua a 

37o C. En este lapso de tiempo se observó la movilidad, elongación 

y refringencia de los tro~ozoítos 10 cual 

adelante con al procedimiento de mutagénesis. 

Casi al t.r~ino del periodo de ayuno, el 

nos indicó .eguir 

mutág&no NTG se 

disolvió en medio G. O. ( Im9 1 11'11) y despu.ts se 
, 

agrego a la 

suspensión amibiana a una concentración final d. I00l-'g/ml. 

Posteriormente el tubo conteniendo a las amibas en presenc ia del 

mutágeno, se siguió incubando a la misma temperatura que en el 

período de ayuno solo que durante 30min. Despu~§ de este tiempo 

se suspendió la incubación a9regando 30ml de medio G.O. frío y 

centrifugamos como se indicó anteriormente, se 
, 

centrifugo y 5e 
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lavó tres ve~e5 ~on G.b., para po.teriorm~nte resuspender la 

pastilla en 4ml de medio BI-S-33 K 

tomó una all c~,ot,). deposi tando dos gotas en un portaobj etos y se 

probó e~~lu.ión de los trofozoítos ~on azul de tripano 

Finalmente la suspension amibiana se resembró de maner~ 

propor~ional en 4 tubos ~on medio BI-S-33~ . suplementado con l OV 1 

de SAl en ~ada tubo. 

0 . 4;' • peptona de ~as.{na !Bio~on de Me~i~ol 0.41. y timidina 

(Si gma Chemical) ~OVt;l/ml. Las ~.jas s e in~ubaron 16h a 37oC. Los 

cl.,ltivos de bacterias en fase de crecim i vf,to .. " ponencial fueron 

col.ct .. do5 con 

veces(centrifugando a 6000 r.p.m. en cada ocasión) con Oavis N 

para quitar los restos de agar y timidina soluble. Las bacterias 

fueron ajustadas a una 0 . 0. de 1.0 (660 nm ) en 10 mI de Dav!. N 

solo Que en este caso la timidina se sus tituyÓ por BrdUr (Sigma 

Chemi~all a una concentraciÓn final de 50~Q/ml. o •• pué. d. 120 

min de crecimiento (porque a.i se cumplieron por l o menos dos 

tiempos de generación ) , .. 37D C en agitaci ón, las bacterias fueron 

colectadas, lavada . tres veces con Davi. N y resu~pendid.s a la 

mitad del volumen original en Dav i s N. 

iii) Interacci ón de a mibas y bacterias. 
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Trcfozo{tcs d~ g. 

logarítmica en el medio 81-5-33., se desprendieron de l o s tubos 

por enfriamiento en hielo durante 10 ~in, se centrifugaron en una 

de l.bor~torio (GLC-2l durante 5 min a 1000 

r.p.m •• se lava~on dos veces con 501uciDn de Nael 0.1~ M pH 7.4 

y s e re5uspendie~on en medio G.D. • 1 , t~ofozo{tos por 

mililit~o • Un mililitro de la suspensión de trofozoItos se paso 

a tubos est~~iles y se le a9~e90 1~1 de la suspensión de 

densidad óptica ~ 1 , 10~ b.cte~i.s ImI). 

celul.res se incuba~on en un baño d. agua a 31°C en agitación 

durante 3 ho~as pa~a pe~miti~ que las amiba. in91~le~an l •• 

bacte~ias 

en tata}), 10 mI de medio G.D. frlo. 5. 

centrifuga~on y •• lavaron 2 veces con •• te medio con la 

finalidad de elimina~ las bacterias que no fueron inQe~ida •. La. 

.e le a9~e9.~on ~ mI de 81-S-33 x . Se contó el 
, , 

nume~o de celulas, 

s X 10~ trofozo{tos que .stuvie~on en contacto con las bacte~l.s 

fueron semb~ados en tubos con ~edio 81-S-33x suplementados con 

20Vl de SAl cada uno. Los tubos con los trofozoítos se incubaron 

durante 2 4n a ~; ~~ para permitir la ~eplicaclén de las amibas y 

la inco~poracjón de la 8~dUr en su DNA. 
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lv) Irradiación de ~ Qi§~Q!y~i~ª que incorporo en su DNA 

BrdUr. 

Los trofOlo{tO$ que estuvieron en incubación durante 24h se 

enfriaron, se centrifugaron y s e lavaron 3 veces con medio G.D. 

se re5uspendieron en este mismo medio a 5 X 10~ trofozo{to~ por 

mililitro. Allcuotas da 2 mi de esta suspen5ión se pasaron a 

~aJa. de pet ri de 35 X 10mm. Las tapas de las cajas se 

invirtieron y se llenaron ~on una solución de timidi na (1 mq/ml), 

que a~túa como filtro de luz de lon9itud de onda ma~ corta de 

3 10nm, para evitar el daño a los trofOl oÍtos por irradiación con 

luz ultravioleta de onda muy corta . Las cajas de petri .e 
pusi~ron sobre hielo y bajo la lampara de luz de 310 nm a 4 cm de 

distancia con el filtro de timidina interpuesto y en agitación 

Despues del tiempo de irradiación, los trofOloÍtos se 

sacaron de cada caja de petri por succion con pipetas Pasteur 

estériles y se vaciaron en un tubo Falcon da SOml¡ se lavaron una 

vel con medio G.D. se sembraron en medio BI-S-33x suplementada 

con SAl y se incubaron a 37vC durante 24h. Despues del tiempo de 

incubación, l os trofozoítos sobrevivientes a la irradiación se 

contaron, se sembraron 1 X loe c~lulas en 11 mI d9 medio BI-S-33~ 

suplementado con SAl y se incub~ron hasta fa~. 10Q~rftmi~a da 

creci~iento El protocolo de interacción e ir radiaci6n se 

repitió completo por tres ve~e5 y la poblaci~n resultante de la 
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te~ce~a i~~adiación se pasÓ 10 veces en medio BI-S-33~. 

Esta técnica de selección se llevó • cabo tomando como 

modelo el p~ocedimiento empleado po~ Toyama Toyama i 19B4 ) pa~a la 

selección de células KB ~esistentes a citocalasina B. 

Trofo~oítos de un cultivo en fase IOQa~ítmica de c~ecimiento 

p~ovenientes del t~atamiento de selección para movilidad, se 

en f~ia~on y se cent~ifuQaron para colectar las cálulas; se canto 

el n~mero de las mismas y se inocularon 1 X lO~ trofozoltos en 8 

tubos con 12ml de medio BI-S-33x suplementado con cn (SiQama 

Chemical),SVQ/ml . Los tubos $e incubaron durante 72h a 37D C. 

Oespues del tiempo de incubación, las c~lulas se colectaron por 

centrifuoación en tubos Falcon de ~Oml, se lavaron tres veces con 

solucion amortiQuadora de fosfatos pH 7.0 ; la pastilla se paso a 

un tubo que conten!a medio de cultivo nuevo suplementado con lOVI 

de SAl pero sin la d~oga Lo~ trofozo{to5 se dejaron crecer 

hasta que alcanzaron la fase media logar{tmica de crecimiento 

durante tres ciclos y en el último de estos, se repitió el 
, 

protocolo anterior en forma sucesiva hasta obtener un buen nume~o 

de amibas resistentes a la droQa. Se cultiva~on $ucesivamente en 

forma alte~nada con y sin la droga, du~ante 19 pafiaje~. 
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Sr prepararon botella5 Costar de 30ml con 2Sml de medio 

BI -S-33~. Las botellas se incubaron durante 30m!n a 41 D C en un 

baño de agua. Posteriormente se agregaron 2.6m l de agar(Difco) 

de preparación reciente al (peso/volumen) en medio basal el 
, 

para obtener una concentracion final de agar en el medio de 0.487. 

. Las botellas se agitaron vigorosamente hasta obtener una mezcla 

-,>,.,,,, In . Durant4it e9te tiempo los tubos con 10& trofozOltos en fase 

IOQarltmica de crecimiento se colocaron en hielo¡ la 5Uspe5ion 

celular se contó V se inocularon 4 X 10~ amibas en tubos que 

contenían 10 ~l de medio 81-5-33 ~ SAl fri o. Las su&pen&iones 

celulares se homogeneizaron agitando suavemente los tubos y se 

colocaron en ilgL, .. -t,ielo hasta el momento de inocularlos en el 

agar semi&olido. 

baño 

a 41 ~C y se colocaron en la campana de fluio laminar vertical 

(VECO). Previa homoQeneizacion invirtiendo los tubos, se tomaron 

lml de cada tubo y se inocularon en su caja respectiva Los 

inóculos correspondientes fueron de 400 trofozoítos tanto para la 

cepa silvestre como para la. resiBtentes a CD. Las botellas 

i nocul ada.. se aoí taron para distribuir los 

trofozoítos ho~ogeneamente; se colocaron en hielo durant~ 10mín 

ha.ta q~~ el agar solidificó y despues las botellas »~ ln~Uw.r on 

a 37c C por 4 a 8 dias hasta que la~ colonias fueron aparentes a 

simple vista para contarlas y determinar la eficiencia da 

formación de colonias CE F CI, seQJn Gillin y Diamond, (1978), 
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N~mero de colonias obtenidas 

E F C ~ 

N~mero de trofo~oítos inoculados 

. .. tina. 

10~ trofozo!tos por tubo de las clonas silve5tr~ y mutan te 

se cultiv~ron en medio ax~nico BI-S-33~ en ausencia y pr~sencia 

de CD (~V~/ml) durante 96h; el n~mero de trofo~o!tos 5& contó 

cada 12h en un hemat{metrOI una ~ota de la suspensión celular se 

colocó en el hematímetro i el número total de amibas que se contó 

se multiplicó por un factor 
, 

d. dilucion de 1 x 

u~termin~ndose asi la cantidad total aa amiDas por mi!jlitro. 

Este mismo procedimiento s. siguió para los experi.entos con o 

sin emetina (10VO/ml conc. final) pero en este caso 9. contó el 

número de células cada 20h. Para cn los experimentos se hicieron 

por triplicado; para emetina por duplicado. 

Colección de sanore. 

Se aplicó un torniquete en el brazo de un donador de tipo 

Rh-r y grupo sanguineo (ABO) conocido. Con una jeringa (aguja 21 

X 32 mm se obtuvieron 10ml de sangre por punci6n venosa. Se 
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en un tubo Falcon de ~Oml el cual contenía 10 mI de solución 

anticoagulante de Alsaver (6arvey y col., 1977)1 se tapé el tubo 

• y se agito suavemente la mezcla. 

Lavado, obtención y almacenamiento del paquete globular. 

La mezcla d •• angre se c~ntrifugo con solucion de AIsever a 

3000 r.p.m. durante 1~ min en una centr(fuga clínica (EQUIPAR). 

Los glóbulos rojos se lavaron por centrifugacion bajo las mismas 

condiciones con 40ml da solución de Nael 0.1~" pH 7.41 de.pues de 

c.ntrifugación se quitó el sobrenadante l(quido por 

aspiración asi como el sedimento blanco (leucocitos> depositado 

sobre la pastilla de glóbulos rojos. Oe.pu •• de la última 

centrifugación, el paquete globular se resuspendió en .oluciÓnde 

AI.aver a una concentración de 80-90 X (v/v). 

Los ens.yos d. eritrofagocitosis s. realizaron de acuerdo a 

la t.cnica descrita por Trissl y col., (1978) con 

modificaciones. 

Los trofozo(tos de las clonas Xl y 63 obtenidas en el 

presente trabajo, se desprendieron de los tubos por enfriamiento 

en hielo y se .justaron en 10ml de ~dl0 BI-S-33~ a una 

concentración de 1 X 10· trofozo{tos. El nu .. ro de trofozo{tos y 
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de glóbulos ~ojos (SR) se contó en un hematímetro. 1 X loe SR se 

$ufipendie~on en ~ml de medio 
, 

alCenico 91-5-33- . A la suspen.i~n 

tanto de trofozoít05 como de SR la designamos como sU5pen.i~ l. 

8 mI de la 5uspens1~ 1 de las clonas silvest~e y mutante se 

repartieron po~ partes iguales en tubos Falcon da ~Oml (4 tubos 

e n total) y se coloca~on en un baño de agua a 37ac en a9itaci~ 

suave (suspensi~n 11). A uno de cada pareja de tubos de las dos 

clonas se les agrego cn a una concent~aci~ final de Svg/ml, 

manteni~ndolos en 81 baño de agua hasta al momento de la 

interacciÓn con 105 gl~ulos rojos. 

, 
Al inicio del elCperi~ento se t~aron lml de la suspension 1 

y se agr~aron a cada uno de los tubos con trofozoltos de la 

suspen5i~n 11. De cada uno de los tubos d_ la lnteracci~n 

trOfozoítos-BR, •• tomé 1 .1 Y s. dltposi tó en un tubo Falc.on "". 
contenía 3(, .. , d. ".0 bid_tilada C~ la finalidad do 1 isar los 

glóbulos ~ojos no adheridos; esto •• hizo para los ti Bmpos 
, 

O.!5,tO,IS, y 30 mino respectivamente. Al termino do los Uempo. 

preestablecidos se tomé la alicuota de lml y tie centrifugó 

in~ediat.~ent. (1000 r.p.m. SlIIin), para evitar la lisis de la. 

amibas mutantes. Se quité el sobrenadant e de cada pastill~ .... - :le .. • . 

agregaron 0.:5.1 de glutaraldehido al 2.!5~ en una .olución 

amortiguadora de fosfatos con pH 7.4 y.e inc.ubaron durante 30 

min a 37Q C. De.pues de este ti~o a cada tubo Falcon se le 

agregaron 401111 de NaCl 0.15M y se centrifugó; posteriormente 1 •• 

so contrastaron diaajnobaozidina 
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(Novikoff.y col •• 1972) y s~ incubaron por 30min a 37°C. Los 

eritrocitos ingeridos por amiba se contaron en 100 amibas al azar 

• con la ayuda de un microscopio invertido OLVMPUS CK 5041 a un 

aumento de 160X y se obtuvieron promedios para cada tiempo y 

clona. 

lO.-Ef.cta citapética d. ~.bi§1~1~!~! eobr. C_lul •• MDCk .n 

cultivo. 

El efecto citopÁtico de los trofozo{tos de las clonas 

silvestre y mutante de ~ . bi~tQlyti~! sobra célula. en cultivo fu. 

medido en función de la d~struccién de monoeapa. eonflu80tas d. 

e~lulas de la línea MDCK • El procedimiento empleado fu. similar 

al descrito por Mirelman, y col •• 1984. 

• x 10~ trofozo{tos de cada una de la. clona~ se 

suspendieron previamente en medio modificado de EaQl.(~M) •• e 

añadieron a cajas de cultivo de 24 pozos (3.~.1 de capacidad por 

pozo). La caja contenía monocapas confluentes de c.lula. MOCK (4 

X loa células por pozo) . La interacciÓn se llev~ a cabo durante 

60 min a 37~C y posteriormente la caja se colocó en hielo por lS 

min con la finalidad de qua se despegaran los trofozo{tos 

adheridos a las monocapas. Estas 5& lavaron tres veces con 

soluci~n salina O.l~M pH 7.4; a cada poro se le agregó O.5ml de 

glutaraldehido al 2.~Y. en PBS pH 7.0 Y la caja se colocó a 37°C 

durante 1~ min Se quitó el glutaraldehido y se añadi~ azul de 

.. tileno .1 O.IX (en regulador d. borato. 0.1" pH B.7). El exceso 
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de colorante s~ quitó con 4 lavado. con regulador d. bor~tos 

(O.OlM pH 8.7), 5e agrego lml de Hel O.IM y se colocó la caja a 

la cantidad de colorante eMt~a!do fue 

proporcional al n~mero d~ célula. intactas que .e mantuvieron 

adheridas a la multicamara de cultivo. La int.nsidad de color s e 

midió a bbO nm haciendo diluciones apropiada. en Hel O.IM • Las 

monocapas celulares que fueron expuestas a los trofozo!tos de la 

cepa Laredo 

destrucciÓn ). El experi~ento se ll evó a cabo por triplicado en 

en este últilftO caso los 

trofozo{tos se preincubaron durante I~ ",in a '37~ e; i, P I i!SOir", .. Hi oe 

la droga, 

celul .. r. 

ant~s de ponerlos en interacci~n con la monecapa 

A) Electroforesi. un i dim.nsianal 

i) Prep.racl~n de los extractos a.iblanos • 

Trofozoltos de las clonas en estudio wn fas. logarítmica de 

crecimiento se cosecharon por centrifuoaci~ (1500 r.p.~./5 minI 

y se lavaron tres veces con una solución amortiguadora dp. 

fO'Afate'A pH 7.4 Las pastillas a.lbianas •• rasu.pendieron en 

5ml d~ la misma solución y se conté el s. 
volvieren a centrifugar obteniendo .. pastillas a",iblana. con un a 

densi da d celular de x 10° c~lulas en diferentes tubos 
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epp8ndorf. a ~ada tubo 58 1. de- una solu~iÓn d. 

parahidro~imer~uribenzoato (p-HI"IB) . Los paquetes ~elulares 

~ontenidos en ~ada tubo •• agitaron vigorosalllente en un vorte~ 

para lisar la. 
, 

~elula.s. •• tomaron ali~uotas d • 5.1 y se 

deterlllin¿ l. cantidad de protei na p~ 

, 
el metodo de Br.dford 

(1976) . A , .. pasti 11 as de cada uno d. los tubos s. '.5 , 
agrego un 

volúmen igual d. buffer de muestra 2', 5. hirvieron dur .. nte 5 min 

y se guardaron a -20°C hasta el momento de hacar los geles en 

placa, par. lo cual solo se les agrego 2-mercapto-etanol a una 

concent~~cion final de ":5X se hirvieron durante 1 min y se 

colocaron en el gel correspondiente-. 

, 
i i) Preparacion de los geles. 

Las proteínas totales de los trofozo{tos de las clonas 

mutant. y silvestre se separaron en ge1as de poliacrilamida al 
, 

10 Y 12X segun el (1970). s. 

prepararon geles planos en placa de l":5mm de espesor. Las 

concentraciones finales de los componentes de- los geles fueron: 

para el .. , concentrador, acrila.mida (Bio-Rad) .1 

bis-acri lamida (Serva) O.BY. ; Tri s (Sigma Chemical) 0.12":51"1 pH 6.B 

; SDS (Sigma Chemical ) 0.1 Y. Para el gel separador la mezcla 

consistió de acrilamida al 10 o 12X bisacrilamida O.BX .Tris 

0.375M pH B.B, SOS 0.1Y.. Se adicionaron ademas 100Vl de 

parsulfato de amonio (Bio-Rad) al 12.":5Y. y ":50VI de TEMED (Bio-Rad) 

al 10Y. por cada 10ml de mazcla, para catalizar la poli ~erizaciÓn 
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"tempe.atu.a ambiente en "n a 5ú.ueiÓn .. morti;:.Jador ... el~etrol{tie .. 

de Tris 0.025" pH 8.3, ~lieina (Sigma Chamiea!l 0.192M, SOS O. IX 

,a 100 volts 30min y despues ... 125 volts h ... sta ~1 t~rmino d. tres 

horas y media. 

el Eleetrofor~sis bidimensional. 

Las proteínas d. los ~xtra~tos tot .. les de las ~lonas 

sil vestre y mutante se separaron por Itlee-trofor.sia bidimensional 

1975 Y R. 

Bravo, 19B4¡ agregando adem¡s triton X-lOO. La. prot.tna. s. 
corriltron en la primera dimensión en geles cilindricos de 3m~ de 

diámetro por 12cm de largo, la con~entraci~n final de los 0.1 •• 

(LKBl 2Z y anfolina. <Bio-Radl al 2X d. int.rvalo d. ~-7 Y 3-10 
, 

para permitir la polimerizacion se adicionaron lOV1 de 

persulfato de amonio al 10X y 7VI de TEMED por cada 10 mi d. la 

mez~la. Encima de l. soluciÓn del oel se colocÓ una 
, 

.olucien d. 

urea 8M para impedir que el gel s e polimerlzara con una int.rfas. 

con~ava.Como .olu~iÓn 

camara del ~átodo NaOH 

H",PD .. (bakerl O.OlM. 

.lectrol(ti~a 
, 

de corr i da •• empleo en la 
, 

{Bakerl 0.02M Y en la ~amara d.l anodo 

L. 
, 

solu~ion d. corrida del c~todo •• 
desgasific~ durante seis horas ~on~ctandola dire~tamente al vacl o 

p ... r. evitar la formacion de bl~arbonatDs Los gele. lOe 

precDrrieron 15min a 200 V, 30m1n a 300 V Y 30 a 400 V, d •• pu •• 
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de lo cual ~e aplicÓ la muestra dw proteína pr~~~~ment~ ~~~~Ql t. 

en una solución amortiguadora de li ll is que contenía ureoil 

9.5M,NP-40 27.,triton X-lOO 27., 2-mercaptoetanol 57. V anfolin •• 

5-727. V 3-10,1.67. (buffer A'). La concentraci6n de prote{na fue 

de oiI 2~g/~1 aplic4ndose un m~ximo de 100~g por gel. Sobre la 

muestra se colocaron 10~1 de una solución de urea 9M V anfolinas 

al 17. 'v ·-encima la solución de corrida evitando que !la mezcl.r.n 

1.11 soluciones. Los geles se corrieron lbh • 400V. Al finalizar 

la corrida, los cilindros se sacaron de l. varilla de vidrio 

inyectando aire y se colocaron para equl11br.rlos en una soluci ón 

que contení. tris 0.0625M, glicerol (Sigma Cnemical) 10X 

2-mercaptoetanol 57. SDS 2.37. durante 20 ~in. Finalmente sa 

procedi; a correr las prote{nas en la .egunda dimension o se 

almacenaron los cilindros a -20UC hasta su uso. 

Par. separar l.. proteínas en 1. .egund. dimensión, se 

127. según se describió 

previ.mente y en la superficie del gel se colocé el gel 

cilíndrico en donde previ.mente se habían corrido las prote!na. 

en la primera dimensiÓn. P.ra unir los gel as, se cubri6 el 

cilindro V la superficie del oel plano con una soluci¿n de 

agaro.a <Se.kem) .1 17. tris 0.Ob25M pH 6.8, glicerol 107. 

2-mercaptoetanol 57. • SOS 2 . 37. y azul de bromofanol<LKB) 0.0017. 
, , 

La agarosa se dejo secar y se carrio .1 •• 1 en l. !iolución 

amortiQu.dora descrita para Qele. d •• cril.mid •• Loa gel •••• 
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co~~ie~on l.~ ho~as ~ 100 V hasta que el a~ul de b~o~ofenol 

alcan~ó el Qel sepa~ado~ y despues se inc~ementó el voltaje a 

125V po~ 3 ho~as mas . Una vez finalizada la ce~~ida, los oeles .e 

ti~e~on cen azul de Coemasie al 0 .257. se dest i~e~on (con una 

solución de metanol y ;cido ac~tico en una ~elación ~14 •• eQuida 

con ~cido ac~tico al 10%1 y/o se procesaron para fluoroQrafía 

seQún Se describir~ pos teriormente . 

, , 
12.- e,"." •••• 'n'~,Ir.c'Dn d ... "an'n_ ... i~ ~i~,. 

Pa~a estudia~ la síntesis d. proteína5 de la. clonas Xl y 63 

• 5 X 10· trofo~o{tos/tubo de cada clona se p~.incubaron en medio 

ax~nico s in cisterna du~ante lbh , despues de lo cual.. lavaron 

y .e resembraron en el mismo medio suplementado con 2.4 ~Ci/ml de 

"""S-metionina (1220 Ci Immol 

alícuotas cada 12h ,hasta 3bh. Dichas muestra. se fraccionaron 

en dos partesl una (fraccion Al pa~a medir la radio~ctividad y la 

otra Cfraccion B>, para .er procesada en geles verticales de 

poliacrilamida-SDS al 101. ; a esta ultima fracción se le adicion~ 

disop~opilfluorofosfato(DIFP) 'mM 1 eupepti na 10",M y 

N-etil-~leimida CNEM) 5mM . Las bandas de proteína se revelaron 

primero por tincidn con azul de Cocmassie y .e procasar.on . 

poste~iormente para autorradioQrafta. 

La radiactividad incorporada ~n las c.lulas S& midi~ como 

material TCA precipitable 
, 

l1evand05& a cabo como se d&scribira 

m,;Ís .,delante. 
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La determinaci~ de las concentraciones de prote{na, se hizo 

sag~n el ~~todo de Bradford (Bradford,197ó), usando co.a 

alb~mina s~rica bovina eSigma Chemical). 

, 
patron 

i l Medida de la radioacti v idad incorporada en macromol~culas 

precipitadas con TCA. 

Para cuantificar 1. incorporada en 
, , 

mac romoleculas, la fraccton A se lavo 2 vaces con medio G.D.; la 

pastilla se suspendi~ en TeA al 101. y se guard~ a -70°C en cada 

uno de los tiempos. Posteriormente, al {cuotas por triplicado de 

c a da tiempo y clona, se depositaron en cuadritos de papel Whatman 

: los cuadritos se secaron con una pi s tola de aire comun, para 

s umergirlos de_pues en TCA al 10% durante 30min y enjuagarlos con 

TCA al 51., todo a 4° C. Se depositaron en un recipiente con agua y 

se hirvieron durante 15~in en TCA al ~1. . Despue. d. hervirl05 s. 

enjuagaron 2 vec.s con TCA al 5% frío; se lavaron tres veces con 

etanol absoluto, una con etanol-atar (111) y finalmente con 

eter . Los cuadritos d. papel con las muestras de proteína 

precipitadas , se secaron con la pistola de aire y se introdujeron 

cada uno en viales de vidrio conteniendo ~l de liquido d. 

La radioactividad incorporada •• midió .n un contador de 

centelleo líquido modelo TRI-CARe 4ÓOC. 

d. 10. geles d. acrilarnida para 



-49-

fluorograf{a. 

Para observar el patr~ de prote{nas de los extractos 

totales de las clonas marcadas con ~nS-metionina, los geles se 

procesaron para fluorograf{a de acuerdo al metado de Bonner y 

LOIskey (1974). 

Oespues de teñir y desteñir los geles, se colocaron por dos 

veces durante media hora cada ve~ en OM50, da5pue. en una 
, 

so l ucion de PPO al 22.5% en DMSO durante tres horas, 

posteriormente en aQua y finalmente se secaron en un secador de 

(Lab-Lina) durante una hora. Una ve~ seco el Qel, se puso 

en contacto con una placa de rayos X (Kodak XR-:¡ OMAT) , por 

tiempo variable. General~ente las bandas conteniendo x 10" 

c.p.m. fueron visibles en 24h. Para almacenar las plac.s, se 

utilizaron portaplacaa protegidos da la lu~ qua se colocaron a 

, 
colocandolas en revelador para rayos X (Kodak) 3.~ min • luego al 

, 
fijador (Kodakl otros 3.~ mi" . y por ultimo se enjuagaron en 

agua corriente. 
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RESULTADOS 

La obtenciÓn de l as mutant@s au~otróficas para timina se 

mues tr a en el esquema metodológico de la figura 1.0elasl7 

mutantes auxot r óflcas de la bacteria §!!~9~~!!~ ~~2bim~~i~~ LT-2 
, , 

que s e obtuvieron en este trabajo (c o~o s e menciono en la secclon 

anterior ) . estas presentaron diferencias en su crecimiento en 

relación a la c a ntidad de timina <tabla ll. Coma se puede 

observar, las cepas 1,2, 7 ,21 y 171, tuv ieron un c recimi ento 

ópt i ... " en IIledio m{nimo .. tLpl~lI!enti!!oj~ o::::on t i midina !I una 

concentración de SO~g/ml. Aunque las de~ás cepas tienen un 

c rec imi ento ópti mo Similar a un a con centración mayor de timidina 

<200pg/ml) , para los fines de este trabajo. nos interesaba una 

mulante bacteriana au~otr6f i ca con fenotipo Thy- y genotipo thy 

A • 

El siguiente paso fue elegir la cepa b.cteri . na que mejor 

creciera en 9rdUr • Cad. un. de la. cep • • s e r .... br.ron en medio 

G~in G~in+Thy<SOpg/ml) y Gmi n+8rdUr(50po / mll ¡ solo 2 cepa.s 

mostraron buen crecimiento con BrdUr en lug.r de t i mt dina aunque 

no fue simi lar al crecimiento mostrado en s.in+Thy y en .... dio 

rico (AN+Thyl. Con esto. r •• ultados (labIa 11) • •• eligió la cepa 

7 ( 5M-7) la cual utilizamos posteriormente como vehículo en la 

sel ección de los trofozoltos deficientes en fa.oocitosis. 
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CRECIMIENTO EN MEDIO Gmin 

MUTAGENESIS CON NTG 

SELECCIoN CON TRIMETROPRIM 

EN MEDID LIQUIDO 

IV) SELECCION POR LA TECNICA DE 

REPLICA EN PLACA 

y) PRUEBAS DE REYERSION CON NTG 

§!l~!!l~ ~~ebi!~~i~! Thy

•• l.ccjan d. SM-7 

FIGURA 1 

AISLAMIENTO DE BACTERIAS Thy-. 
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TABLA 1 

OPTIMIZACJON DEL CRECIMIENTO DE §~l~QQ!ll! t~Rblm~(1y! LT-2 

Thy- A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE TIMIDINA. 

CEPA amin 50 200 

---------------------------------------------------------
1 X' X ++ ++++ ++++ 

2 X X ++ ++++ ++++ 

7 X X ++ ++++ ++++ 

10 X X + ++ ++++ 

20 X X • ++ ++++ 

21 X , ++ ++++ ++++ 

52 X X + ++ ++++ 

80 X X + ++ ++++ 

., X X + ++ ++++ 

102 X X + ++ ++++ 

lO. X X + ++ ++++ 

112 X X + ++ ++++ 

117 X X + ++ ++++ 

102 X X + ++ ++++ 

,,, X X + ++ ++++ 

171 X X ++ ++++ ++++ 

177 X X + ++ ++++ 
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TABLA 11 

CRECIMIENTO DE S ~~2~!~~~!~~ LT-2 Thy- en presencia de BrdUr 

MEDIO 
CEPA 1 

-----------------------------------------------------
1 2 7 21 171 

Gmin X X X X 

Gmin + Thy ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

Gmin+BrdUr + + +++ + ++ 

AN + Thy ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

* No hubo crecimiento bacteriano. 
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2.- Obtención d. trofozolto. d.ftcl-nt •• en f.goctto.I •• 

El m~todo de se lecciÓn empleado en el aislamiento de 

subpoblaciones de trofozoítos deficientes en f~gocito5is esti 

ba~ado en el esquema descrito por M.Clarke ( 1978) para la 

obtención de mutante~ de motil1dad de Qi~~~Q!~~li~~ ºi!~Qiº~~m. 

Oespues del tratamiento mutag~nico de la selecc i ón de 

trofozo~tos negativo~ en fagocitosis (fiQ 2), se obtuvo una 

pobl a ción heterogénea enriquecida en cRlulas con una capacidad 

eritrofaQoc~tica disminuida, en un tiempo de interacción de 

30mi n. La eritrofaQocitosis most rada p~ esta población d. 

trofozoítos, de manera indirecta no. indicó su deficiencia en 

movilidad. 

capacidad eritrofagocltica de 

re lación a la cepa silvestre. 

la población mutagenizada en 

Se ha encontrado que al 
, 

ni~~Q!~~iS! con citocalasina 8 CC8>, droga que altera las celulas 
, 

porque inhibe la polimeri~acion de lo~ microfi lamentos de actina 

fWeihing. 1978), se puede reducir la movil idad, asi como 105 

mov imientos intracelular e. ("ichel y Hohmann ,1979) y diSlllinuir l.a 

vi rulencia de ciertas cepas de g~t~IDQ!~! (Ravdin, y co l ., 19821. 
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+ 
Solmonello typhimurium 

LT-2 {Thy) 

• §4 ~ 3h. 37ºC 

Entomoebo histolytico 

(HM1-IMSS) 
Población mutagenizada 
con NTG. 

FIGURA 2 

BrdUrd • 2h 37ºC 

Solmonello typhimurium 
LT-2 BrdUrd 

<@~tJ 
OQ~ ~· "' ~ Luz 310 nm 

3h. 4ºC 
24h. 

Células mulantes y 
normales que fago-
citaron bacterias 
BrdUrd. 

vo 
ºº Mulonles sobreviv1enles 

que .io in cor pararon 
BrdUrd en su DN A 

ESQUEMA DE LA OBTENCION DE TROFOZOITOS DEFICIENTES EN 
FAGOCITOSIS <Clarke,1978>. 

§!1!!9~!1~! ~~e~i!~~i~! SM-7, se incubó durante 2h a 37°C en 
presencia de BrdUrd, despues se puso en interacción C3h a 37°C) 
con trofozo{tos que previamente hablan sido mutagenizados con 
NTG. La suspensión de amibas-bacteras se incubó en medio axénico 
durante 24h a 37°C para permitir la replicación de los 
trofozo!tos y la incorporación de BrdUrd en su DNA; 
posteriormente la población fue irradiada con luz de 310nm • Los 
trofozoi'tos que no ingirieron bacterias "envenenadas", por lo que 
no incorporaron BrdUrd en su DNA, y que sobrevivió por lo tanto a 
la irradiación constituyó a la población deficiente en 
fagocitosis. 
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DEFICIENCIA ERITROFAGOCITICA DE TROFOZOITOS. 

B 

Trofozo{tos de ~-~i§~Q!~~i~ª' de la población mutagenizada y 
de la cepa silvestre, se pusieron en interacción con GR <1:100) 
durante 30 min. a 37~c en tubos cónicos. Despues del tiempo de 
interacción, se agregó agua bidestilada para lisar los GR 
adheridos a la superficie de los trofozoítos. Las suspensiones 
celulares se lavaron tres veces con PBS pH 7.4 y finalmente se 
suspendieron en glutaraldehido al 2.5% en PBS, se tomaron 
alícuotas deposistándolas en portaobjetos y se observaron al 
microscopio. Panel A <60X>:Cepa HM1-IMSS sin GR. Panel 8 <60X> 
:Cepa HM1-IMSS con GR. Panel C <40X>: población mutagenizada 
deficiente en fagocitosis proveniente de la cepa HM1--IMSS. 
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, 
Teniendo como antecedente la ~uncion de la CB, aunado al 

inte~~$ pa~ticula~ po~ encont~a~ un ma~cado~ de estudio qu~ nos 

pe~mitiese d~lucida~ la ~elaci~n de la p~oteína actina con 

~enómenos de motilidad, el 

p~ocedimienta empleado po~ Toyama y Tayama (1984) en la s elecc i ón 

de células KB resistentes a CB, pe~o usando CO la ~ual .~ mas 

potente que la CB(Yaha~a y col.,1982l. 

Como se men~ionó en la 
, 

seccion 
, 

de materiales y metodos, a 

pa~ti~ de la población h.te~ogénea deficiente en movilidad 

obtenida del t~atamiento mutagénico y de selección negativa , se 

obtuvo una sUbpoblación 
, ' 

(denotada como subpoblacion "B"), capaz 

de resistir 19 pasajes alternados en ausencia y presen~i. de CD a 

una concentración final de ~~g/ml. La fig.4 mUe5tra la curva de 

crecimiento de la cepa HMI-IMSS y de la subpoblación "B" en 

ausencia y presencia de CD a una concentración final de ~~Q/ml. 

La velocidad d. crecimiento en 
, 

aus.n~ia de la droga, mostro un 

tiempo medio generacional de 17h y de 18h para la cepa silv •• tre 
, 

y 'liubpoblacion "B~ respectivamente. En presencia de la droga la 
, 

primera empezo a morirse des de la. primer •• hora5, mi entra. que 

la subpoblación "B" siguió creciendo, aunque mas lemta (tiempo de 

Qen~ración de 2~h). Con estos resultados procedimos a clonar en 

medio semisólido sin CD las dos cepas en estudio con la ~inalidad 

de trabajar con poblaciones homoo.n •••• 
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FIGURA 4 

CURVA DE CRECIMIENTO DE ~Q~!me~e! bi~~e!~~i~!· 

104 trofozo!tos de la cepa silvestre y subpoblaciÓn "8" se 
incubaron en medio axénico BI-S-33x • Cada l2h se contó el número 
de trofozoítos en un hemat!metro. Cepa HM1-IMSS en ausencia (0 > 
y presencia <• > de !'Sµg/ml de CD; subpoblacion "B" <proveniente 
de la Hl'11-IMSS> en ausencia < 6 > y presencia <A > de l& droga. 
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Despues de la clonación, se seleccionaron lae clon •• G~ (de 

la !lliubpoblaci~ "8") y Xl de l. cepa HMI-IMSS para su posterior 

c.racterizaciÓn en el presente trabajo. 

4.- Cr.ct~t.ntD 

__ t.ólldo. 

d. .n 

Como ya .e ~encion~ anteriormente, con l. fin.lid.d de 

obtener pobl.ciones homogáne •• , ,. HMI-II"ISS y la 

subpobl.cit.n "8", .e clonaron en .g.r s_isólido de .cuerdo a la 
, 

tecnica descrita por Gi111n V D1.mond (J979), en pr ••• nci. V 

.usenci. d. CD (:5Vg/ml) y d. esta ~.ner. se .ial.ron varias 

coloni.s de las cu.les se s.leccion.ron 2 (de l. cepa .ilv.stre y 

de l •• ubpoblación "8"1. El crecimiento en .g.r .emisÓUdo con CD 

, 
cepa HMI-II"ISS, ~ostro una EFC de 19.~3X .ientr •• que l •• clon •• 

aislad.s de l. subpoblacion ~BM m05tr.roo diferente. EFC (t.bl. 

111). En 1. t.bl. 111 se muestra l. sensibilid.d a CD de :5 clona. 

resistente •• esta drooa con respecto a una clona d. la cepa 

silvestre. Los eKperimentos subsiQuient.s se efectuaron 5010 par. 

las clonas Xl (de l. cepa silvestre y G3( obtenida de l. 

subpoblaci6n "8"). 
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TABLA II I 

SENSIBILIDAD A CD EN MEDIO LIQUIDO DE LAS CLONAS OBTENIDAS EN AGAR 1 
SEM 1 SOLIDO. 

-------------------------------------------------------------------CLONA EFC<%> BI-S-33 

!~~----------------------------------=-=-~~--------~~=~=~~=-~~~~----! 
!~;=---------~:~~~------------:~~~--------------------=:::: _________ , 

l;:=----------~~=~------------=:::: ___________________ ::::: _____ ~--1 

¡;;: __________ :~=~-------------=::: ___________________ ::::: _________ , 

¡;~=----------:~=~-------------=::: ___________________ ::::: _________ , 

¡~;=---------~~~~~-------------::::_~ ________________ ::::: _________ , 

1~~=---------~~~~-------~-----::: ___ ~ ______________ ::::: _________ , 

!--=---------~=~~~--------------=:: ___________________ ::::: _________ , 
a. Clona de la cepa silvestre HMl-IMSS. 

b. Clonas obtenidas de la subpoblacion "B", 
resistentes a 5µg/ml de CD. 
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fue nece.ario 

(5~~/mll. En au.encia de en, la. clonas Xl y 93 tuvieron un 

tiempo generacional de 20h y 22h re.pectivamente. En pre.encia de 

la droga, la pri~era murió entre 12 y 24h, mientras que la 

mutante 93 creció, aunque mas lenta que en al medio sin la droga 

, 
.e decidic prcbar la sen.ibilidad de ambas clon •• a 

anterior • La velocidad de crecimiento d. la. clona. Xl y G3 en 

La fagocito.ts e. una de 1.. principal .. funcion •• que 

indir-cta puede 

una ccrrelaci~n entre l. ta.a fagccitica y la 

Crozco, y ccl.,1980l. En amibas p.tó~enas de vida libre ya •• ha 

reportado tambian (Visvesvara.y col.,1974l. que la fagocitosts e. 

uno de los procesos c.lulares importantes que utiliza .1 parásito 

durante la agresión hacia lo. t.jidos. 
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FIGURA ~ 

CRECI"IENTO POBLACIQNAL DE LAS CLONAS Xl Y 63 Ccepa 
HMI-IHS8) EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE CD. 

104 trofozo{to. de cada una de la5 clona •• e cultivaron en 
medio aManieo 81-8-33. en au •• nci~ y pr •• encia d. cn C5vg/mll 
durante 9óh. La curva •• construyó con el pro~edio de 2 tub05 
para cada clona, contando lo. trofozoítos cada 12h en un 
hemat{metro, lo ••• perimentos fueron por triplicado. Clona Xl .n 
ausencia cO) y presencia Ce ) de 5vgllnl de en clan .. 63 en 
ausencia CA) y prllrsencia de la droga(6). 
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FIGURA b 

CRECIMIENTO POBLACIONAL DE LAS CLONAS Xl Y G3 (c~pa 
HMI-IMSS) EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE EMETINA. 

104 trofozoítos de cada una de la~ clonas se cultivaron en 
el ~edio a~énico 81-8-33. ~n ausencia y presencia de , emetina 
< lOVg/ 1II1 conc .. ntraci ón final) . Cada 20h •• canto, en un 
h ... tl .. tro el nú-.ro d. cRlulas. La curva se construyo con el 
prOllledio de 2 tubos para cada clona en ausencia y presencia d. la 
droga ¡los e~p~imento. fueron por duplicado Clona Xl e n 
ausencia <O) y presencia <e) de eme tina ; clona 63 en ausencia 
(A) Y presenci a (A ) de la droga. 
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El eritro~aQocitosis ha sido considerado 

tradicionalmente por varios autores como el principal criterio de 

laboratorio para ,. identi~ic.ciÓn d. amibas 

(W.H.O.,1969¡ Wilcoks,y col.,1972l y actualmente se sabe que 

existe cierta dependencia entre la competencia faQoc!tica y la 

virulencia de la amiba en vivo (Orozco. y col.,1983). Se ha 

encontrado que este ~enómeno, precede al evento inicial que es la 

adhesión . Juntos o por separado lo~ 2 procesos son inhibidOs por 

las citocalasinas (Ravdin,1981¡ Lopez-Revilla. 1982) , indicándonos 

que se requiere una participación dinÁmica del citoesqueleto de 

la a~iba. Si la actina es el blanco de la drooa, podemos in~erir 

que se requiere de la participacion d. la actina a diferentes 
, 

niveles, para que se lleve a cabo la adhesion y la fagocitosis. 

En el presente estudio el evento ~agoc!tico de glóbulos 

rojo. de humano, se .idió en las clonas silvestre y mutant. 

derivadas de ~.bt~~gl~~t~! HHI-IHSS, en ausencia (A) y pr •• .ncia 

(P) d. CD (5Vg/ml concentración final). La figura 7 nos .uestra 

la eritrofagocitosi. de la. clonas XI y 63 a diferentes tiempos 

<O,~,10,l~ y 30 ~in). La eritrofagocito.is de la clona Xl <barras 

claras) aumento con el tiempo en forma gradual en ausencia de la 
, 

droga, en presencia de esta, el fenomeno se ve inhibido en un 85Y. 

a los 30 min La clona mutante 63 (barras con diagonalas), 

mowtrD una ta •• eritro~agocitica disainuida an aproximadam~nte un 

68% Y 70Y. a los 30 min, en ausencia y presencia de la droga. 
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ERITROFAGOCITOSIS DE LAS CLONAS X1 03 DE g. hi~igl~ii~ª A 
DIFERENTES TIEMPOS • 

En tubos cónicos a 37°C, se agregaron Sml de suspensión de 
trofozo{tos (2 X 1oe1m1> y 4ml de suspensión de eritrocitos en 
PBS pH 7.4 <B X 107 /ml>. A diferentes tiempos se tomaron 
al{cuotas de 1ml y se depositaron en tubos cónicos que contenian 
30ml de agua bidestilada para lisar los eritrocitos en suspensión 
y adheridos a la superficie de los trofozoítos. Las preparaciones 
se fijaron con glutaraldehido C2.5X>, se contrastaron con 
diaminobencidina y se contaron los eritrocitos ingeridos por 100 
amibas. Se obtuvieron los promedios de eritrocitos por amiba para 
cada tiempo y clona Clona X1 < barras claras > ;clona G3 
<barras con diagonales>. <A> ausencia ; <P> presencia de 5µg/ml 
de CD. 
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~piteliales de la línea NDCK son un modelo adecuado para medir en 

forma cuantitativa los efectos destructivos de ¡as cepas de 

g.~i~~9!X~i~!. Esto a raiz de que los cultivos confluentes de las 

células NDCK forman un. continua da células con 

caracter:sticas de epitelio cuboidal simple, unidas por contactos 

de tipo hermaticol la capa epitelial a5i constituida muestra 

propiedades de permeabilidad y de transporte, semejantes. los 

lla~ados epitelios de transporte. En este trabajo, 105 ensayos se 

llevaron a cabo interaccionando trofo%oitos de las clonas Xl y G3 

con lJIonocap •• de la lina. celular ante. mencionad'a vn ausencia 

(A) y presencia (P) de cn . En este último caso 105 trofozoitos 

de las dos clonas en estudio se preincubaron con la droga como se 

decribió en la seccién de Materiales y Matados. 

Coma .e puede observar en la figura 8. despues de 60 min de 

interacciÓn. l. clona Xl (barra clara). destruyó en.u totalidad 

la moneeap. celular, .tentras qua la clona .3 (bar,...a con 

di agonal es) • 
, 

mo.tro una dislIIinución de un '0' ~ el grado de 

de.trucciÓn. Cuando lo. trofozottos da l •• dos clonas •• 
preincubaron con la drQ9a, 01 efecto d. l. clona XI •• vió 

abatido dr •• ticamenteC93X d. inhibicion 1, lJIientr •• que la clona 
, 

G3 m05tro un efecto similar que en ausencia de CO (38% d. 

inhibiciÓn1. 
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LOS TROFOZOITOS DE LAS CLONAS Xl 
CULTIVOS DE CELULAS EPITELIALES 

V G3 
DE LA 

Trofo%o(tos de l •• clon •• Xl y G3 S~ pu.ieron en cont.cto 
con monocap •• confluentes de células d. la lín.a I'IDOK en relación 
111 • Las preparaciones se incubaron a 37D C durante 1 hora (para 
los ensayo. en presencia •• pr.incubaron lo. trofo%o(tos en medio 
.K.nico l~~in con ~~g/~l d. COJ, .... pararon los trofo%o{tos por 
enfriamiento en hielo y se fijaron con glutaraldehido (2 . ~7.)l la 
destrucción de la monoeapa se midió espectrofotométricamente como 
se describió en Material •• y M.todo •• 
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clon •• Xl Y a3 • 

il Ele~troioresis unidimen$ional. 

La estrategiA de ~ono~.r el patrón el.~troforéti~o de los 

~ompon.nte. proteicos de los trofo~o{to •• puede servir ~omo base 

para anAlizAr posteriormente su di5tribu~ión en los orQanelos y 

otra. estructuras sub~.lulares , asi como deiinir su presencia en 

ira~ciones celulAres Amibianas con actividad biológica de intere. 

(por .je~plo tÓxica o antig,"ica', la que podr{a ser usada tal 

vez como un criterio taxonÓmico Qeneral. 

El i nterés particular por conocer el patrón electroior&tico 

de las clonas en estudio, ta~bién coin~ide con lo anterior, pero 

ademÁs. s. hizo con la finalidad d. observar la di.posiciÓn de 

las proteln.s de la clona 63 separada. por.u pe.o molecular y 

poder apreciar principalmente en lo po.ible alguna diferencia en 

la proterna actina • La figura 9 •• ñala el patr~n electroior~tico 

de las proteína. de los extractos celulares de la5 do' clona •• 

No Be encontr6 diferencia en la banda corr.spondiente a 
, 

encontro significativamente diaminuida 

una proteína con PM de 87,000 daltanes a si como el incremento de 

un péptido de PH de 21,000 daltones . 
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FIGURA 9 

PATRON ELECTROFORETICO UNIDIMENSIONAL DE PROTEINAS TOTALES 
DE LAS CLONAS Xl Y G3 SEPARADAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS. 

60µg de e•ttractos totales de ~-h!.!19!~'.t!.!:;.ª Hl11-IMSS clonas 
Xl <carriles 2 y 4> y 63 <carril 3>, s2 separaron de acuerdo a su 
peso molecular. Los geles se ti~eron con azul de Coomassie. en el 
carril 1 los marcadores de peso molecular que corresponden 
a:miosina <cadena H> C200K>,fosforilasa B C97K>,seroalbÚmina 
bovina C68K>,ovoalbÚmina C43K>, or-quimctripsinÓgeno C25K) r 
B-lactoglobulina. 
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El criterio que . eguimo. 
, 

electroforetico de la clona ~utante G3 con respecto a la clona de 

la cepa sil vestre Xl, fue el obtener e xtracto. proteínico, 

totales de ambas clonas y separar las proteína. de esta. por su 

punto isoelectrico El objetivo principal en esta parte del 

la clona 63 con respecto a la de la clona Xl • La figura 10 nos 

mues tra los QBle. bidi~en.ionales con los resusltados obtenidos. 

mi.mo. que no revelan en la clona mutante 63 diferenc i a alQuna en 

l a proteína actina . 

Como una forma de .. dir la sínte.i. de prot.lna. d. la. 

clona~ Xl y 63 , s. comparó la incorporaciÓn de -.tionina-3SS en 

La medición de la. c.p.~. .e hizo en ~at.rial TCA 

precipitable • Los resultado. anteriores no mostraron diferencia. 

en la incorporación de ~tionina-3aS d. la clona Xl de la cepa 

silvestre co~arado con la incorporaciÓn en la clona mutant. 63 

(f10 11>. 
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PATRON ELECTROFORETICO BIDIMENSIONAL DE PROTEINAS TOTALES DE 
LAS CLONAS X1 Y G3 SEPARADAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS. 

100µg de extráctos totales de ~- ~i~!g!~!i~ª HM1-IMSS clona 
Xl <panel A> y G3 <panel B>, se separaron primer-o por su punto 
isoeléctr-ico <IEF> y posteriormente por su peso molecular <SDSl 
como se indica en el capítulo de Métodos. Los geles se tiñeron 
con azul Coomassie.La flecha indica la actina en la clona 63 
<panel B>. La figura indica tambien los pesos molec~lar-es 
anotados en miles de daltones. 
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FIGURA 11 

JNCORPORACION DE METIONINA-"'''S DE LAS CLONAS Xl V G3 • 

La inco~po~.clón en mac~omol.cula. de .. tlonlna-3~6 .e 
~idio i~ Y1yg ~~ 1 •• clon •• Xl y 63 (c~. HMI-IMSS'. p~elncub.d •• 
«'1 -.dio alC.nico .i n cl.te{n. du~ante lbh • incubada~·· 
po.te~lo~m.nte en p~e •• ncia d. 2.4~Ci/Ml d ... ttonina-"'8S. Cada 
12" se determi nó l a ~.dio.ctlvidad inCD~porad. ., ~tarl.1 TCA 
p,.ec ipltable . Clona Xi <0' J clona 63 (6). 
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uni di men.1 anal de 10. 

, , / , 
Se an.li~o tambien el pat~on de p~otelna~ de l.~ clona~ Xl y 

63 ma~cados metabólicamente con met ionina-~~S y d. elite modo 

poder comp~ob.~ s1 habla dife~encia~ en la síntesis de alguna de 

la$ p ~oteína5 y de mane~a pa~tic ula~ en la actina. 

L. cinética de i nco~por.cibn con metioni na-3SS se dete~minó 

a diferentes tiempos. La fracctoó B resultante (como se indica 

en Metodos ), de cada una de las clonas se corrió en un Qel 

ve~tical al 10Y. de acrilamida-bisacrilamida-SDS, el cual se 

.ometió al tratamiento de DMSQ-PPQ para poderlo •• car y exponerlo 

a una placa de rayos X, con el fin de obtener la res pectiva 

autorradioQr .. fí •. 

La figura 12 mues tra la autorradiografía. Los resultad05 no 

mostraron diferencias Rn la actina como se observa en el patrón 

electroforético de la$ prota!nas marcada. con metionina-~nS en 

la. clona. Xl y 63 (cepa HMI-IMSS).sin embargo s. confirma la 

disminución de un péptido d. 87,000 daltones .. s i como el 

incremento del péptido de 21 kd. 
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FIGURA 12 

PATRON ELECTROFORET!CO UNIDIMENSIONAL DE PROTEINAS DE LAS 
CLONAS X1 Y 63 MARCADAS CON METIONINA-"""S • 

La figura muestra una fotograf{a de la autorradicgraf(a 
obtenida de un gel de poliacrilamida-SDS al 10X. Las proteínas 
marcadas con metionir1a-"'"S de la fracción B <como se indica en 
Métodos>, se separaron de acuerdo a su peso molecular y el gel 
obtenido se expuso a una placa de rayos X como también se indica 
eri la seccion de Métodos. Carriles 1 y 3 , extractos marcados d• 
la clona X1. Carril 2 extractos marcados de la clona 63. Los 
p~sos moleculares estan anotados en miles de daltones. 
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YIII.-DIBCUSION DE RESULTADOS 

parcial~ente una d~ ella. (la clona G3) • 

Para • 1 

, 
y •• caracterizo 

proc.di~i.nto d. mutagén .. i~ con nitroaoguanidina y seleccióO de 

~utantes defectuosas en fagocitosia .i~ilar al descrito para 

selacci6n negativa ha .ido utilizada ta.bién en la obtencién de 

mutantes aspontineas para movilidad en g~l~~g~~! ~1!lg1~11~! 

(Orozco y col.,19B2) y mas recl ente~ente par. o~tener clon •• que 

presentan diferencias en adhe.ión, f.gocitosis y virulencia 

En nuestro trabajo, como una .anera de increment.r 1. 

probabilidad de ~utación para procesas celulares que d~end.n de 

E.t •• s uno d. lo. ~ •• potent ••• gent ... lquil.nt ••• .utÁg.no 

(y carcinó9.no) u •• do ampli ... nte en cultivos bacter i anas, donde 

se na demostrado qua actua en el punto de replicación del DHA . 

pudiendo Driginar ~Jltiples y 

En c~lulas eucariÓntica.. la nitrosoguanidina na s ido 

utilizada en la inducción de diversas tipas de mutantes de 



levadu~as,l{nras 

Valeminsky,1982). 
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,protozoarios,etc., (Guichne~ y 

En l. p~esente tesis, la población de t~ofozoltos obtenida 

d&5pués del tratamiento con nitrosoouanidina, resultó en una 

proporción mayor de ~tante., de tal manera que de.pués de la 

eelección para fagocitosi., uncontramos una dife~encia .arcada en 

la capacidad eritrofaQoc(tica en la población MUtag.nizada con 

respecto 

disminuida que most~á e.t. poblaciÓn de trofozoíto., de manera 

indirecta nos indicó su deficiencia en p~oc .. o. d. Movilidad 

aunque no podemas d •• ca~ta~ otras funcione. pa~ticular .. nte a 

nivel de membrana. 

Una vez que obtuvimos la población heterogén.a de mutantes 

de fagocitosis, canaliza.o. el t~abajo hacia la .elecci6n de una 

poblacién re.istente a una erDOa que astuvie~a implicada con la 

funcionalidad del citoesqueleto (esto e.,cuyo blanco •• a una 

e.tructu~a o una proteina que for~ al cito.squel.to) . OptaMOS 

po~ eMplear CD • que tiene una acción bastante e.pecífica para 

actina. 

Se ha demoBt~ado (Vahara y col. , 1982¡ Schliwa,1982) que la 

CD es ma. potente que CB y que otra. citocala.lnas, oca.iona un 

profundo efecto .ob~e la maquina~ia contr~ctil de la. célula. 

como re.ultado tanto de una interacción directa de la droga con 

la actina a.i ca.o por una ~e.pue~ta c.lula~ secundaria. 
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Cuando inici.lm&ntr tratamos con ce los trofolo{tos da 

g . bi!tg!xti~! prov~ni.nte. de la selección para fagocitosis, la 

re.pu •• ta en la cepa si lvestre fue evidente y .e produjo un 

redondea.iento de las c_lulas y en 24 horas .-pezaron ali s arse. 

El efecto 

diferencia con respecto al control, no .e redond.aron y aunque 

mas lento .iguieron viviendo. ee 105 19 pa.aje. .lternado. en 

au.encia y presencia d& ce (~~g/.l). loa primeros 10 fueron 

alternados cada 48h y posteriormente cada 72h. Po.teriormente a 

la población sobreviviente ("8") se le hizo 

creciMiento en ausencia y prese ncia de CD. 

Debido • quo 

d. 

hO$og"'aa., la .ubpoblaciÓn "8" fu. clonada en aOar .emi.~lido en 

au •• ncia d. ce al igual que la cepa parental CHH1-IHSSl. La EFe 

para la clona mutante G3 fue de 1.73% .ientra. que la de la clona 

Xl de la cepa silve.tre fue de 19.33% ,e.ta m.rcada diferencia 

podria explicar.e porque la mutan te quiza tenQa alterada. algunas 

propiedades de superficie. 

En el presente trabajo, .e hicieron tamaien ensayo. de 

clonación d. la. mutante. en pr •• encia de ce y COMO ya •• s.ñaló 

en la •• cción de r.s ultado., la r.spuesta fu. nula. L. baj a EFe 

de la. mutant.s resistentes a ce y en particular la mos trada por 

la mutante 93, probablemente .e debe a que ha .ido dañada en 

algun mecanismo faooc{tico y quiza pinocítico que no permite 
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r~~lizar normalm~nt~ la difusión y/o fagocitosis de p.rticul~5 o 

moléc~la5. La baja eficienci~ en clonación y otros problem~~ de 

crecimiento que r~~ultan al clonar en agar no se puvden explicar 

hasta la fecha. 

Al medir el crecimiento de las clonas Xl y 63 Rn presenci~ 

de ce, la clona Xl de la cepa silvestre mostró una evidente 

sensibilidad a la droga, d.spréndiendo$~ del substrato a la~ 

primeras horas de cultivo y lis.ndose posteriormente, no asi en 

aus~nci. de la droga donde mantuvo un crecimeinto normal con un 

tiempo de Q~neración de 20h. En ausencia de la droga la clona 63 

tuvo 

29M. 

crecimiento de la mutante 63 a una concentraciÓn de CD letal para 

g.h~!t21~~i~! HHl. 

Como una forma de corroborar si la mutante resistente a ce 

mostraba ~lguna otra c~pacidad de resistencia, medi~o. su 

clona mutant. mostré la misma sensibilidad que la clona 

silvestre. La decisión de probar en la mutante su sens ibilidad a 

la emetina fue con la finalidad de iniciar el estudio de la 

resistencia a otras drogas . En el futuro se podra continuar con 

la caracterización de la resistencia múltipl. a otras droga, como 

por _J_mplo, colch1cina, vinbla,tina, adria~1cina, actino.icina D 
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• etc., y d. esta maner~ tener ~n la mutan te un modelo que 

permit~ conocer la acción de drogas en el parÁsito g~~~~º!~~ 

Michel y Hohman (1979) y Lopez-Revilla (1982>, han reportado 

que la citocalasina 8 reduce la adhesión en los trofozoítos d. 

g . hi!tº!~ti~~ y que por tanto este fenómeno podría estar 

parcialmente mediado por los microfilamentos contráctiles. La 

adhesión de los trofozo{tos a células CHO es inhibida por ce y CD 

a 37~C lo que sugiere que la adhesión de las amibas a las células 

involucra receptores que deben ser mantenidas activamente en una 

conformación eficiente (Ravdin 6uerrant.1981). Sin embargo, no 

hay evidencia cancluyente sobre la presencia de filamentos de 

actina en .1 citoplasma que pudieran ser afectados por la CD 

(Meza,y col.,1983l. 

Con los resultados obtenidos en este trabajo respecto a la 

disminucian en la tasa eritrofagoc!tica de la rnutante 63, tanto 

en ausencia como en presencia de ~vg/ml de CD se puede pensar que 

esta cepa tiene una deficiencia en la adhesión espec{fica a los 

glóbulos rojos como producto de la alteraciÓn o que carece de un 

receptor de superficie. 

Se ha reportado (Trissl,y col.,1977>, que la carga eléctrica 

de la superficie celular esta relacionada con la virulencia de la 

cepa amibiana y e. importante para los eventos de adhesión. La 

resistencia a CD mostrada por la mutant. 63. pOdría •• r 
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con~ecuencia d~ una alte~ación en los mic~ofilam.nto. o d. un 

cambio en la impedancia de la memb~ana o ambos, lo que l. 

ocasiona una ~~ducción en la capacidad de dest~ucciÓn a otras 

células. Si analizamos el comportamiento mostrado por la mutante 

en los fenómenos de e~it~ofagDcitosis y efecto citopÁtico, 

podemos a~Qui~ que la disminución en la tasa eritrofagoc{tica 

pOdría ser debida a un d.terio~o de las p~oteína. asoci.d •• al 

cito.squeleto de la mutante o bien a las prot~!nas involucradas 

citopÁtico disminu{do, este comportamiento probablemente es 

p~oducto de un incremento en la impedancia de la membrana en la 

mutante 63, porque como s. sabe este aumento favorece la 

disminución de la capacidad citopÁtica de la amiba (Ravdin, y 

col.,19S5l. 

Uno de 105 a.pecto. ma. importante. que cabe mencionar es 

que la mutant. 63 fUR muy sensible a soluciones isotónica. como 

el PBS y medios salinos en gene~al, p~obablRmente porque la 

mutante 63 tenga modificada la carga ~léct~ ica de la superficie 

membranal¡ tal vez esta sensibilidad al choque o •• Ótico .e pOdría 

asocia~ con la ~esistencia adquirida a CD. Con re.pecto a e.to 

último, e. p~obable también que la mutante e.té alterada en I~ 

recepto~es p.ra la CD, no permitiendo la entrada d. la d~oga y 

por lo tanto mo.t~.ndo una resistencia ma~cada a e.ta, 

entonces fo~talec.~ía el a~oumento anterior. 

Con l. el 

lo que 
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Manifestado po~ la mutante ~eslstent~ a CD e~a debido a alouna 

alte~ación en la actína y/o p~oteínas a~ociadas al citoe.qu.leto, 

decidimo5 buscar dicha alte~ación mediante el anÁlisi. uní y 

bidimensional de extractos totales de la amiba . Sin emba~go,según 

los ~esultados obtenidos no se .ncont~Ó cambio alguno en la 

actina mediante esta metodoloo'a. No obstante, con e.tudios mas 

extensos por ejemplo anali~ando la dist~ibucióo de la actina en 

la célula,vi.uali~ando su polime~i~aciÓn en actividad.s que 

~equie~an movimiento y contacto a la célula blanco, co-a la 

fagocito5 i s (8ailey y col.,1~8:5) , 

diferencia. Expe~imentos r.ali~ados en nues tro grupo pa~ecen 

indicar que hay una dife~encia en la distribución de actina de la 

cepa -utant. en cOMparación con la cepa silvestre. 

Se sabe que la citocalasina B, interfle~e con la .ínt •• ts 

macromol.cula~ en cierta. c'lulas y en alguno. casos de man.~a 

análoga en proteínas virales, adem.s se ha reportado que induce 

la reducción de la sínte.i. de proteína. en varias l(naas 

celulares , sU9i~iendo que esta inhibición parece estar mediada 

por la meMbrana actuando a nivel de la iniciaci~ de la cadena 

pOlipeptídica (Koch y Koch,1978). Con el objeto de comprobar sI 

la mutante 63 habla si do afectada en su .íntesls de proteínas, se 

midió la incorporación en macromoléculas de metionlna-~eS l~ ~iY2 

por material TCA prec1 pitable. Segun 105 resultados obt.nidos, no 

•• encontraron diferencias .n la clona mutant. con respecto a la 

clon~ 5ilvestre • Asimismo, al hae.r el análisis electroforetieo 

unidim.nsional d. los ex tractos proteíniCOS ~a~cad05 con 
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metionina-~eS i~ ~i~º de la5 dos ~lonas en estudio y mediante la 

autorr~dio9raf{a ~orrespondiente 

diferen~ias en la proteína actin~. 

verifi~amos que tampo~o hubo 

sin embargo mediantR esta 

metodologS:a. se pudo confirmar l~ disminuciÓn e increlllento de dos 

péptido~ IB7kd y 21kd respectivamente). 

Los resultados anteriores demuestran que la resistencia 

~dquir i da y manife~tada por la clona mutante 63 resistente a CO, 

na alteraran su síntesis de prote{nas y tampoco la de actina. No 

obstante al hacer un an~lisis electroforético unidimensional de 

105 e~ tractos totales de ambas clonas, se encontró que la mutan te 

G3 tiene disminuido un péptido con PM de 87 kd, asimismo mostré 

el incremento de otro péptido con PM de 21 kd. Estos resultados 

sugieren que la disminución e incremento de ambos péptidoS e~ la 

importante en el desarrollo de la 

resistencia. a otras drogas o bien pl' -:- "" .. n .... ~ ..... involucrado,:: en la 

disminución en el transporte de la droga alterando las 

interacciones de la membrana y el citoesqueleto en la amiba. 

La adhes ión (Ravdin y euerrant, 1981) , fagocitosis (Orozco y 

col . ,1982), efecto citepitico (Orezco y col. , 19781 Mirelman y 

col.,1983), ~fecto citoté~ico (805,1979) y la producción d. 

abscesos hepáticos producidos en hamsters (Oiamond y co1.,1974), 

son criterios QUe se han relacionado directa~.nt. con la 

virulencia y patOQenicidad de ~nt~me~~! bi!te!~~i~~. La evidente 

reduccion mostrada en los importantes procesos leritrofagocitosis 

y efecto citop~tico por la clona mutante 63. &.i como la 
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, 
alt~ra~ion en su patron ele~tro~oreti~o ~omo produ~to de la 

aU5en~ia e incremento en dos peptidos . nos propor~iona un buen 

modelo para el estudio de los ~enóm~n05 que involucran la ~unci~n 

del citoesqu~leto. la capa~idad 
, 

de destruccion ~elular s u 

resi stencia a mu ltiples droQa5 y alQuno5 otros mecanismo. 
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lX.- CONClUSIONES 

1.- En el presente trabajo sa aislaron mutantes de §~i~mº~! 

bi~Iº!~Ii~~ HMI-IMSS. resistentes a una concentración de 

2.- Se seleccionó una mutante (clona 63), que es de creciMiento 

lento pero crece perfectamente bien lo mis~ en auaencia que 

en presencia de ce, esto en comparación con la clona Xl d. la 

3.- La clona 63 se caracterizó parcial.ente mediante criterios 

d. dicha clona mostró disminuidas .u. 
características d. eritrofagocitosis y efecto citopitico. 

4.- La di5~inución en la virulencia de la clona mutante 63 en 

ausencia y presencia de CD, no e.ta relacionada con una 

alteración en la actina, sino probablemente a la alteración 

de alouna proteína asociada a ~sta qua .e encuentre quiz. en 

5.-E1 
, 

de la clona mutanta 63 en agar semisolido fue 

casi nulo en comparación con 81 de la clona Xl, lo que 
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sugie~e que p~obablemente la clena 63 tiene alte~ado 
, 

",1 Qun 

~acto~ difu~ible en la memb~ana. el que puede se~ elemental 

en 105 eventos pinoc{ticos ylo fagoc{ticos de la amiba. 

6. - El análisis 91ectro~orético uni y bidimensional de los 

e~t~actos de células de la mutante B3 no ~evel¿ cambios en 91 

pat~ón de actina, aun moll~cando la. p~ote{nils con 

metionina-3 "S, sin emba~go se encont~ó que e~ta clona tiene 

disminuido un péptido de 87kd e incrementado un péptido de 21 

kd. 

7.- La reducciÓn en la capilcidad de destrucción 011 otras células 

se debe 

probabl..-nt. iI una .odt~icación en la cilrga eléctrica de la 

superficie membranal de la amiba. 
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X. -APENO I CE 

Dex tr-C5a ••• .• •••• • • ••• ••• 20.5~ 

Citr.sto de sodio . ...••.• .••• • 8.0g 

Aci do c::í tri ce • • . . • • • • • • • • •• O.S:ig 

Clorur o de sodio •.• • •.•••. •• . 4.2Q 

Se ajusta a pH 6 . 1 Y c.b.p. l000ml de .Qua bid •• tilada. 

BOLUCION ANTIIIOTICQ8 I <lAl) 

col.,1981). 

1 . - En un frasco ámpula con 1 X 106 unidades de penicilina G 

s Ódica cri stalina <LAKESIDE), con una jeringa e.t.,..il d. 5ml .e 

inyectan Sml d •• gua tride.tilada eatér-il al fra.co para disolver 

se inyectA a un 
, 
ampul a 

con un gramo de sulfato de estreptomicina (LAKESIDE) y .e agita 
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hasta homogeneizar la muestra. 

3.- Pasar asépticamente la muestra anterior a una probeta 

graduada estéril de 2~ml y aforar a 20ml de agua tridestilada 

est~ril. 

4 .- Guardar en alfcuotas de ~ml en tubos e5tériles con tapón 

de rosca (10 X 100 mm) a -20D C. AlMacenarlos cubiertos con papel 

aluminio ( la estreptomicina e s sensible a la luz). 

ICLUCION DE PARAHIDROXII'ERCL'UBENZOATD Ip-t-l18). 

1. - Pesar 0.1Blb5 9 de 

bid.stilada (en un volúmen ~.nor a 10~1). 

2.- Adicionar 0.3bO~ g de p-HMB, agitar hasta di solver y 

aforar a 10ml. 

3.- La .olución .e reparte en allcuotas de lml en tubos 

eppendorf y se almacena a -20D C. 

4.- La solución se descongela y usa en cada ocasión (nunca 

conoelar y d •• congelar varia. vece.). 



-88-

SOLUCION SALINA O.lSH ( SS ) • 

9 gr~mos d. NaCI se disuelven en agua bidestilada, se ajusta 

• el p H 7.4 con NaOH 0.1 N • añadiendose gota a gota y s. afora la 

solución a 1000 mi; se di9tibuye en botellas p~ra dilución de 

borosilicato con tapón de rosca (CQRNINGI. en muestras al{cuotas 

d. 100ml. Se esterilizan a 20lbs/pulg-2 por 20 min , se aprietan 

los tapones y se almacena a temperatura ambiente . 

MEDID AN+Thy. 

Caldo nut,..itivo ••• •• •• •• •••.•••• 4.0 O 

Ag~r . • ••• o o • o • o o ••• o • o •••• 7.5 O 

AQua de.ti 1 ada . o • • • • o o • • • • • • o • • ~l 

Esteriliza,.. a 15 lbs pulg-2 por 15 min., agr80ar la 

concentraciÓn d ••• ada de timina por filtraciÓn ,..mbrana d. 

O.45~m). previamente disuelta en agua y repartir en cajas de 

petrio 

HEDIO HINlHO tc:IiII BUJCOIA <SIItn). 

Oavi s N • • o o • • • • • • • • • • • • • • ~ral 
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Agua del5tilada • • • • • • • • • • • • •. 4001111 

Ag.,. titO su 1:&.0) • • • • • • • • • • • • • 7 . 59 

Esteriliza" en autoclave (20 Ibs/pulg-2 por 15 min l, 

agrega,. 50ml de glucosa al 4Y.. 

En el 1: •• 0 de Gmin+Thy, •• agrega por filtratiÓM (membrana 

de 0.45))1111, 

"-.dio b ••• l. 

Tr i ti-HCl ..•••••• • ••••••••• b.05g 

N.el 1. 4bQ 

KCl . 0.999 

"gCI .. 

CaCl~ 

O.76g 

0. 22199 

El Tris Hel •• disuelve en 400ml d. aQua trid •• tilada, •• 

ajusta .. pH 7.0 Y .e .oreoan los demas componentes, la solución 

•• afora a 500.1 J •• •• teriliza en autoclave .. 15 lb. pu10-2 por 

15 min., y 5e almacena en r.frig~.ci~n . 

"edio B.O. completo. 

Para 200 .. 1 
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Solución de vitaminas ..••..••••.. 2ml 

Albúmina sériC4 bovina 0 . 075Q 

L-cisteí n 4 HCl • . . . 0.179669 

Aco L-a5córbico •• • • ••••••. • • •• 0.35226g 

L. cisteína y el ac1do ascórbico 5& disuelven en 50ml de 

agua bidestilada, ~e ajusta a pH 7.0, se a~ade la alb~mina 

disuelta en 10 mI de aQua y las vitaminas. En condiciones 

&.t~ril •• se agrega esta mezcla por filtración (membrana de 

O. 45vm), en 100ml de medio basal G.D. y •• afora a 200ml con H2 0 

bid •• tilada estéril; .1 pH final de l. seluciDn es 6.9 . 

DAVIS N 10X 100.1 

2. 

Concentrado proteico (NZ) ••••• • •••• 2g 

2. 

Glucosa • • 40 

, 
mas de esta presion y tiempo, porque se caraMeliza l. glucosa. 
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BUFFER DE MUESTRA 2X 

Tris-OH. • • • • • • • • . • • . • . . 1.:HO 

S O S . • • • • • • • • • . • • • • • • • • • 2.00 

Gli~erol ••• •••.•••••••••••• 2S.00 

Pironina ••••.•..•.•••••••. 0.0029 

s. ~e%~lan y di suelven lo. ~o~onent.. en 80.1 d. aoua 

tridestilada, se a justa a pH 6.B ~on Hel con~entrado y .e a~ora 

la s olución a l00~I. S. ouarda a temper.tura ambi~nte. 

DAYI8 N 

KHzPO" • • • • • • • • • • . • • • • •• 3.00 

K,.,HPO... • • • . • . • • • • . • • • • •• 7.0g 

"'gSO ... 7H~ •.• . •••• ••• • •.• 0.10 

{NH .. >""SO.. • • • • • • • • • • • • • •• 1.0g 

S. me%~lan y disuelven los componente. con .gua bidestilada, 

la soluci~n.. afora • 10001111 y •• • 
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P B 8 pH 7.0 

Nael • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 8.00 

KCl • • • • • . • • • • • • • • • • • • • • • 0.20 

Na::.HPO.. • • • • • • • • • • • • • • • • • 1.150 

KH 2 PO.. • • • • • • • • • • • • • • • • • • 0.20 

Se mezclan y disuelven 10$ componentes con agua bidestilada. 

&e ajusta el pH de la soluciÓn y se afora a 1000.1. Se distribuye 

en botellas en alícuotas de 100mll .e tapa n y se •• terilizan .n 

autoclave a 20 lb. pulO-:=' por 1~ ~1n •• s e aprietan 10& tapone. y 

.e almacenan a temperatura ambiente. 

po 8 B pH 7.4 

Nael • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • o."" 

K2 HPO.. • • • • • • • • • • • • • • • • • • 2." 

KH 2 PO.. • • • • • • • • • • • • • • • • • • 
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S. mezclan y disuelven 109 componentes con aQua bide~tilada, 

se ajusta el pH a 7.4-7.~ con NaDH ION (se añade gota a 90t.), se 

afora a lOOOrnl . S. distribuye en botellas en alícuota. de 100ml. 

Se tapan y se esteriliz.n en autoclave a 20 lbs puIQ-2, se 

aprietan los tapones y se almacenan a t.~.ratura ambiente. 
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