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RESUMEN

Las histonas son proteinas bidsicas muy conservadas, ricas en arginina y
lisina que interactiian con el DNA en el complejo de la cromatina., En todas las
células eucaridticas en donde las histonas han sido buscadas, &stas estan pre-
sentes y en general, existen cinco clases principales: Hl, H2A, H2B, H3 y H4.
Muchos estudios han demostrado que las histonas, lejos de ser proteinas meta-
bélicamente inertes, manifiestan cambios postraduccionales relacionados con
diferentes estados fisiolggicas celulares. La posibles participacidn de tales
protefnas en la regulacidn de la expresidn genética ha sido objeto de mucha

discusidn en los dGltimos anos.

No se ha encontrade a la fecha ningln trabajo que informe sobre histonas
en Entamoeba, aunque existen trabajos realizados en otros protozoarios rela-
cionados. En base a estos y otros antecedentes, se planted la hipGtesis si-
guiente: Debido a la presencia de histonas en varios géneros de la familia
Amoebidae y en general en todos los eucariotes donde se han buscado, es posi-
ble la existencia de &stas proteinas en amibas del géneré Entamoeba. Con el
fin de dar evidencia de la veracidad de esta hipdtesis, se planted el objeti-
vo de: Determinar la presencia de histonas en trofozoitos de E. invadens, me-

diante patrones electrofor&ticos en geles de poliacrilamida.

El método de Bonner, et. al. , 1968, para extraccién de cromatina a par-
tir de tejidos, asi como el Hancock , et. al., 1968, para extraccidn de croma-
tina a partir de cé&lulas cultivadas, no resultaron adecuados cuvando se aplica-
ron en trofozoitos de E. invadens . Igualmente, resultaron negativos los inten-
tos de purificacidn de niicleos para la extraccidn de histonas a partir de los
mismos. Sin embargo, a traéés del método de Bonner, et. al., 1980, para ex-
traccién de histonas directamente de c&lulas, miuclecs y tejidos, fue posible
resolver mediante electroforesis en geles de poliacrilamida la presencia de
algunas bandas de proteinas biasicas que comigran con las bandas de timo de
ternera, usado como testigo en este trabajo. Al menos dos de &stas bandas man-

tienen una movilidad igual alin cuando se corren en condiciones electroforéticas

diferentes.



Después del andlisis de los resultados del presente estudio se concluyd
lo siguiente: 1).- Existe evidencia de la presencia de histonas en trofozoitos

de Entamoeba invadens; 2).- Entre las posibles histonas presentes, estan las

H2A, Hl, H2B o H3 y H4; 3).- Los métodos aqui probados para extraccién de cro-

matina a partir de tejidos y células no son eficaces cuando se aplican a tro-

fozoitos de E. invadens .



INTRODUCCTION

El arreglo del material génetico en el nicleo de las células eucaridti-
cas, es uno de los puntog fundamentales en el estudio de la expresidén génica
y por lo tanto de la diferenciacidn celular. E1 DNA del complejo de nucleopro-
teina, 1leva la informacidén hereditaria, pero los componentes proteicos deter-
minan su estructura (Bradbury, et. al., 1981; Lewin, 1980 ). Como la estruc-
tura de la cromatina esta relacionada directamente con su funcidn, esto ha si-

do objeto de mucho debate en los dltimos afios,

HistSricamente el término "cromatina" fue usado para describir el conteni-
‘
do del ndcleo interfdsico tefiido con colorantes bidsicos y visualizado al micros-
copio de luz. Mis recientemente el concepto es utilizado para demotar el com—

plejo formado de DNA, proteinas y RNA del niicleo de las células eucaridticas.

Entre las proteinas de la cromatina, se encuentran las histonas, ricas en
aminodcidos bidsicostales como lisina y arginina, y las no-histonas, que son
mas bien acidicas en cuanto a su composicién de aminodcidos (Lewin, 1980). Las
histonas presentan una relacidn en peso de 1.1 a 1.3 con respecto al DNA y esta
proporcidn es mds o menos constante en las diferentes especies. Las relaciones
DNA-RNA y no-histonas con el DNA varian de acuerdo al estado metabdlico en que
se encuentran las cé&lulas o al tipo de tejido (Lewin, 1980).

El hecho de que las proteinas nucleares jueguen un papel muy importante
en la determinacion de la estructura del material genético e interﬁengan en fe-
ndmenos de diferenciacidn celular (Arceci, et. al., 1976; Elguin y Hood, 1973;
Nguyen, et. al., 1980{ Sanders, 1974), hace que la importancia de su estudio
resulte fundamental, Adem&3s, el utilizar como modelo de estudio a

Entamoeba invadens, contribuye al avance del conocimiento sobre pari@sitos de

este género, ya que a pesar de ser un grave problema de salud piblica en México
y otros paises, poco se ha estudiado este aspecto en E. invadens o en
E. histolytica, &ste @ltimo agente causal de la disenterfa amibiana en el ser

humanao.



Por otra parte, la gran semejanza morfoldgica y fisioldgica entre las
dos especies (Cheng, 19743 Kudo, 1966), permite pensar que los resultados ob-

tenidos en una de ellas, pueden ser comparables para ambos organismos.



ANTECEDENTES
ANTECEDENTES GENERALES:

Las proteinas cromosomales se di§idén en dos grupos: las histonas .y las
no-histonas. Las histonas constituyen el principal componente cuantitativamen—
te hablando en 10 que respecta a proteinas cromatinicas (De Robertis y De
Robertis, 1980; Karp, 1987), incluso existe un poco mids de histonas por peso

de DNA en el niicleo de c€lulas eucariotes (Lewin, 1980).

Desde cierto punto de §ista, la cromatina puede ser considerada como una
particula de nucleoproteina em la cual las proteinas interactudn entre si y
con el DNA. Las interacciones concernientes a las histonas han sido bien ca-
racterizadas en comparacidn con las de las no-histonas de las cuales poco se

conoce (Cameron y Jeter, 1974).

En todas las cé&lulas eucaridticas en donde las histonas han sido buscadas,
éstas estdn presentes y en general existen cinco clases principales de histonas:
Hl, H2A, H2B, H3 y H4 (Bradbury,:gé;:él., 1981; De Robertis y De Robertis, 1980;
Giese, 1983; Karp, 1987; Lewin, 1980). En eritrocitos nucleados de a§es,'peces
y anfibios, se ha encontrado una histona muy rica en lisina, la H5 y otra con
propiedades parecidas pero solamente presente en testiculo de tortuga, la H6
(Bradbury, 1978). |

El andlisis secuencial de histonas de una ﬁariedad de organismos, ha de-
mostrado qﬁe éstas en general son altamente conservadas y que las histonas H3
y H4, son la; mis conservadas de todas las proteinas hasta ahora estudiadas
(Bradbury, 35._é1., 1981; Isenberg, 1979; Karp, 1987). Esta resistencia de las
histonas al cambio a través de la evolucidn, indica que cada uno de los resi-
duos es esencial para la funcion bioldgica de estas proteinas; Por otra parte
las histonas carecen de triptofano y sus secuencias exhibén una marcada asime-
tria en la distribucidn de residuos polares y apolares (Bradbury, et. al.,1981;

Isenberg, 1979),



Con respecto a la participacién de las histonas en la estructura de la
cromatina, es determinante, ya que la organizacidn en forma de "nucleosomas"
se atribuye precisamente a un complejo formado por un octimero que contiene dos
copias de cada una de las histonas H2A, H2B, H3'y H4. Aparte de este niicleo,
hay aproximadamente 200 pares de bases asociadas al complejo y una copia de la
histona Hl en la regidn que enlaza dos nucleosomas sucesi&os, esto en Gltima
instancia es lo que da la apariencia de un "collar de cuentas™ a la cromatina
de los nlicleos en interfase de las c&lulas eucariotes (Bradbury, et. al.,1981;

De Robertis y De Robertis, 1980; Giese, 1983; Karp, 1987; Lewin, 1980).

Una de las cuestiones mds imporfantes acerca de las histonas y otras pro-
tefnas nucleares, ha sido su posible participacidn en el control de la expre-
sidn génica. Existe suficiente evidencia de que las proteinas nucleares juegan
un triple ﬁapel en el complejo de la cromatina; estructural, enzimitico y re-

gulador de la expresion génica (Cameron y Jeter, 1974).

Una gran cantidad de experimentos iniciales se interpretaron como suges-
tivos de que las histonas son capaces de actuar como represores genéticos in-
especificos. La piedra angular de esta proposicidn fue el hallazgo de que el
DNA desnudo es mucho mejor molde para la sintesis de RNA de lo que es el DNA
incubado en presencia de histonas. En estos momentos se pensd que las histonas
aunadas a las no-histonas, podriam trabajar en conjunto y regular la activi-
dad'ttanscripcional. En el esquema m3s aceptado se propuso que el enlace de
las histonas con una regidn del DNA podria servir para bloquear la transcrip-
cidén de ese sitio génico y gue las no-histonas actuarian como antirrepresores
al unirse de manera selectiva con secuencias particulares de DNA y bloquear
as{ la unidn de las histonas con el DNA y por lo tanto liberar la represidn
en una forma sumamente especifica (Karp, 1987). De cualquier forma, el papel

de las histonas en el control de la transcripcidn del gen todavia se debate.

Muchos estudios cuantitativos y cualitativos, y sobre la actividad meta-
b6lica de proteinas cromatInicas y nucleolares, han sido dirigidos a compren-

der fendmenos de causa-efecto, como ejemplos de esto podemos mencionar:



a).- Aquellos en los cuales'se han estimulado las células mediante drogas, trau-
matismos, o la manipulacidn de técnicas de cultivo con el fin de observar cam-
biog en las mismas, b).— Estudios encaminados & obtener jinformacion acerca del
metabolismo de estas proteimas en fendmenos relacionados con el crecimiento ce-
lular y c¢).— Experimentos en donde las c&lulas son observadas antes, durante y
después de una serie de eventos de diferenciacidn (Cameron y Jeter, 1974)., En
este iltimo caso se centra el interés del futuro del presente trabajo, ya que

de estar presentes histonas en amibas del género Entamoéba serfa de sumo interés
conocer sus cambios, si es que existen, durante las diferentes fases del ciclo

de vida de las mismas,

A pesar de que las histonas, en particular la H3 y la H4 son altamente con=-
servadas, hace tiempo se conocen modificaciones postraducciconales que en un mo-
mento dado podrian ser las responsables de su posible papel regulador de la ex—
presidn genética (Ruiz—Carrillo;'gé..él., 1975). Estas modificaciones son cam—
bios postsintéticos controlados por enzimas, que in§olucran modificaciones qui-
wicas de las cadenas laterales de ciertos residuos, tales modificaciones consis-—
ten en: (Bradbury, et. al., 1981; De Robertis v De Robertis, 1980; Karp, 1987;
Lewin, 1980, Pantazis y Bonmer, 1981)

a).- Metilacidn. Las @inicas histonas sujetas a metilacifn in vivo. son las H3 y
la H4, en la H4 el pfincipal sitio de metilacidn es la lisina 20, mientras gue en
la H3 los sitios principales son los residuos de lisina 9 y 27 y la lisina 7 se
considera un sitio menor. Esta modificaci®n es considerada irreversible, su
efecto es cambiar la basicidad y naturaleza hidrofdbica de la cadena lateral de

la lisina, pero no la carga neta.

~

b).= Acetilacidn. Hay bisicamente dos tipos de acetilacidn de histonas. El pri-
meré involucra la serina del N-terminal de las histonas Hl, H2A y H4, estos cam=
bios son irreversibles y estdn correlacionados con la sintesis de estas protei-
nas. El segundo tipo es la acetilacidn reversible de lisina en H2A, H2B, H3 y H4
que se ha observado en una gran cantidad de c€lulas, todos los sitios de aceti-

lacidn estan localizados en las regiones bd3sicas del N-terminal. El efecto de la



acetilacidn en general es, convertir la cadena lateral bisica de la lisina en
acetil lisina neutra y reducir asi la carga neta bisica de las regiones N-ter-
minal de las histonas. Se ha informado que ocurren acetilaciones miltiples de
las histonas en la fase S del ciclo celular y que el fendmeno muestra un rapido
recambio lo cual sugiere que la acetilacién de la proteina estd involucrada en
la sintesis de DNA. Aidn m3s, se ha establecido una fuerte asociacidn entre la

acetilacidn de las histonas y la expresidn de genes activos.

¢).— Fosforilacifn., Constituye una modificacidn reversible, la cual convierte
los residuos de serina y treonina de neutros a negativamente cargados. La histo-
na Hl1 es la que mis se fosforila. Se han identificado tres tipos de fosforila-
cion. 1). Fosforilacidn .del residuo serina 37 dependiente de AMP ciclico, 2).
Fosforilacidn in vitro de serina 105 por histona cinasa HK2, sin embargo este ti-
po no se ha observado in vivo y 3). Fosforilacidn extensiva de serinas y treoni-
nas a travég del ciclo celular y que ha sido llamada "fosforilacidn asociada al

crecimiento".

d).- ADP-Ribosilacidn. Se ha visto que las histonas Hl, H2A, H2B y H3 pueden
unirse covalentemente a poli ADP ribosa. Esto modifica dristicamente las inter-
acciones entre las histonas pero las consecuencias fisioldgicas de &sto ain no se

han establecido con claridad.

e).- Protefna A24, La proteina A24, es una modificacidn especifica de la histo-
na H2A. Se le ha 1llamado asi por su posicifn en geles sometidos a electroforesis
bidimensional. Consiste bisicamente de una protefna hibrida formada por unidn de
H2A y una proteina no-histénica llamada Ubiquitiné, unidas co&alentemente a tra-
vés de un enlace isopeptidico entre el grupo amino de la lisina 119 de H2A y el
carboxilo terminal de 1la ubiquitina. Aproximadamente un 10% de las moléculas de
la histona H2A estdn en forma de A24. Se ha pensado que esta proteina estd invo-
lucrada en estructura de cromatina, en cromatina inactiva o es parte de regiones

especializadas de la misma.

Con base en lo dicho anterjiormente podemos decir que las histonas del nu-

cleosoma no son moléculas metabdlicamente inertes, sino que al sufrir toda esa



serie de modificaciones podrian participar de alguna manera determinando estruc-—

tura y/o participando en la funcidn del material genético.

Sin embarge, el hecho de que las histonas sean muy constantes en lo que res-
pecta a sus patrones electroforéticos en c&lulas y tejidos diferentes, asi como
sug oscilaciones cuali y cuantitativas a lo largo del ciclo celular, hizo pensar

en un principio en un papel estructural pasivo para &stas (Lewin, 1980).

Ahora bien, existen trabajos que sugieren que la estructura misma de la cro-
matina, condicionada por el estado en que se encuentran las histonas puede ser
determinante en la funcionalidad de la cromatina (Bradbury, et. al., 1981: Karp,
1987; Lewin, 1980).

Por lo general se ha encontrado que los agentes que incrementan la funcidn
genética incluyendo numerosas hormonas, tambien incrementan los niQeles de ace-
tilacidén de las histonas. De manera semejante, la disminucién de actividad gené-
tica que acompafia a ciertos procesos de maduracitn como es el caso de la forma-—
cion del espermatozoide o del eritrocito maduro, se acompafian de una disminucién
en los niveles de acetilacidn. Mds aln, segmentos de la cromatina que son mas
susceptibles a la degradacidn la DNAasa I, son los mismos gue contienen los ni-
veles mids altos de histonas acetiladas (Perry y Chalkley, 1982).

‘\

Por otro lado se ha dicho (Karp, 1987), que las histonas podrian tener re-

lacidén con los fendmenos de envejecimiento, ya que la acetilacién de las histo-

nas decrece al envejecer un cultivo celular.

A pesar de que se comentd que las histonas carecen de especificidad de te-
jido, hay un trabajo (Seyedein y Kistler, 1979) donde se compara la histona H1
de testiculo y de Grganos somdticos de conejos y ratones y se observd que las
poblaciones de H1l contienen ai menos dos Qariantes que son escasos o estan au-
sentes en los Organos somiticos, Otros estudios al respecto (Ruderman y Gross,
1974; Seale y Aronson, 1973), demuestran variaciones en cuanto a especificidad

de tejido para Hl durante el desarrollo embrionario de erizo de mar. Asi, Hl



recientemente sintetizada forma una simple banda en geles de urea-acido acético,
se le llamd HIM por corresponder al estado de mdrula durante la embriogénesis
y con un peso molecular de 20,000 daltones. En él estado de gistrula se sinteti-
za una molé&cula de Hl 1llamada H1G la cual tiene un peso aproiimado a 21,000 dal-
tones. De todas formas, se tenfa la duda de s la HIM y HIG eran de verdad pro-
tefnas diferentes 0 se trataba de la misma pero modificada. Posteriores estu—
dios (Arceci, et. al., 1976; Ruderman, éE;_gl.. 1974) demostraron mediante la
sintesis }5.31559 de proteinas a partir de RNA-mensajeros de HIM y HIG que en

realidad son diferentes.

Por otra parte, en otro trabajo se demostrd que al menos dos formas especi-

ficas de Hl aparecen durante 1a espermiogénesis de rata (Le?inger, et. al.,1978).

Otro trabajo (Fisher y Laemmli, 1980) hizo pensar, que las modificaciones
postraduccionales sufridas por las histonas juegan un papel importante durante
el ciclo celular. Asi, al estudiar los cambios en fosforilacidn de Hl durante el

ciclo celular del moho del limo Physarum policephalum, se encontrd que la acumu-

lacidn de fosfato en Hl se incrementd marcadamente justo antes de la mitosis..

En el aspecto metodoldgico, se han presentado varios problemas en lo que
concierne al estudio de histonas, dos de los princiygles‘son: la fdcil degrada-
cidn que ocurre durante su extraccidn (Stallwagen, et. al., 1968) y la tendencia
que tienen las histonas a agregarse entre si y formar complejos (Bradbury, et.
al., 1981; De Robertis y De Robertis, 1980;.Karp, 1987; Lewin, 1980) .

Con respecto a la degradacidmn, se ha hecho indispensable la utilizacidn de
inhibidores de proteasas tales como el bisulfito de sodio o el fenil~metilf$ul-
fonil-fluoruro en experimentos de aislamiento de_gstas proteinas (Bonmer, et. al.,
1980). Adn mds, se ha identificado (Davie;‘gg;lgi., 1986 ) la localizacidn de
una proteina ho-histénica proteasa especifica de la histona H2A, asociada con ésta

en el complejo de cromatina,

Con referencia a 1la tendencia a agregarse que muestran las histonas, prime-

ramente se observd la formacidn de dimeros (H2A, H2B) y también un complejo muy

- T =



fuerte consistente de H3-H4., Asf mismo, forman complejos fuertes H2A y H3, H2B
y H4, ademis complejos débiles H3 con H2B. No se ha informado de la participa-
cidn de Hl en complejos de histonas (Bradbury, et. al., 1981).

Las histonas pueden ser aisladas directamente de tejidos y cé&lulas, de ni-
cleos purificados o a partir de preparaciones crudas de cromatina (Bonner, et.al.,
© 1980). Tradicionalmente dos metodologias generales han sido usadas para aislar
histonas (Murray, 1965); a).- Extraccidn con dcido; usualmente con acido sulfid-
rico la cual brinda sulfatos de histona, b).~ Extraccidn con sales seguida por
precipitaciones con alecohol y acetona. Ambos métodos han resultado satisfacto-
rios ya que cuando se separan las histonas mediante el uso de columnas de inter-
cambio i6nico de guanidina-HCl (Bonner, et. al., 1968), se obtienen iguales pro-
ductos de elucidn si se parte de histonas extraidas con dcido o de aquellas sepa-

radas mediante fuerza idnica a través del uso de diferente concentracidn de sal.

Un trabajo cldsico de separacidn electroforética de histonas desarrollado
por Panyim y Chalkley (1969), demostrd, mediante el uso de electroforesis en ge-
les de poliacrilamida urea-acido acético que, solamente cinco fracciones de his-

tonas estdn presentes virtualmente en todas las células eucaridticas.

Mis recientemente y con el uso de otras t&cnicas tales como electroforesis
bidimensional, se han deteetado variantes de estas proteinas asociadas a los cin-

co grupos principales (Bonner;-gsf al., 1980) .



ANTECEDENTES DIRECTOS

En el ciliade Tetrahymena piriformis, se encontrd que el macroniicleo contie-

ne las cinco clases principales de histonas, sin embargo, bajo las mismas condi-
ciones experimentales, en el micronidcleo no se encontraron ni Hl ni H3, La diges-
tidn con nucleasa de estafilococo, tanto del macro como del microniiclec brindd
unidades oligoméricas similares a las encontradas en la cromatina de organismos

superiores (Gorovsky y Keevert, 1975) .

Existe un estudio basado en inmunofluorescencia indirecta que sugiere la
presencia de histonas en especies de-ﬁida libre pertenecientes al orden Amoebida
(Stewart y Beck, 1967), sin embargo, posteriormente este trabajo fue objetado por
el hecho de gque los antisueros usados pudieron no tener ia especificidad apropiada
para detectar lo que se buscaba (Sopina,‘gg.:éi., 1979) ya que se usaron anticuer-

pos antinucleares humanos, dirigidos contra DNA ligado a histonas.

Mas recientemente, utilizando antisueros especificos contra las cinco clases
principales de histonas, también por inmunofluorescencia indirecta, se demostrd
que en amibas de vida libre se presentan las cinco histonas, sin embargo el grado
de similaridad entre fracciones homologas de amibas y de timo de ternmera ﬁaria;
esto se puede interpretar en términos de distancia inmunoldgica, la mayor diferen-

cia se encontrd a nivel de la histona H1 (Sopina,et. al., 1979) .

No se ha encontrado a la fecha, ningin trabajo que informe sobre la presen-

cia de histonas en amibas del género Entamoéba .

- TP -



HIPOTESIS DE TRABAJO

Ante la situacidn descrita en antecedentes, se plantea la hipdtesis si-
guiente: Debido a la presencia de histonas en géneros de la familia Amoebidae
y en general en los eucariotes donde se han buscado, es posible la presencia

de estas proteinas en amibas del género Entamoeba .

OBJETIVO

Determinar la presencia de histonas en trofozoitos de Entamoeba invadens,

mediante patrones electroforéticos en geles de poliacrilamida.

= 13



MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico:

a).- Tejido de timo de termera. Fue obtenido del rastro municipal de la Cd.

de Monterrey, N.L., México.

b).— Células amibianas. Trofozoitos de la cepa Ip-1 de Entamoeba invadens,

fueron proporciomadas por el Dr. José Juan Segura Luna, del Laboratorio de
amibiasis experimental de la Unidad de Investigacidn Biom&dica del Noreste

del Instituto Mexicano del Seguro Social.

Equipo:

En el apéndice correspondiente se encuentran las especificaciones concer-

nientes al equipo de laboratorio utilizado en el presente trabajo.

Reactivos:

Sobre la marcha de la metodologia se mencionardn los reactivos y solucio-
nes usadas, asi mismo, en el apéndice correspondiente se presenta el origen de

los mismos.

Lugares de trabajo:

Laboratorios de la divisidn de Genética y Biologia Celular de la Unidad
de Investigacidon Biom&dica del Noreste, 1.M.S.S. y Laboratorio de Biologia Ce-

lular y Parasitologia, Faculta de Ciencias Bioldgicas, U.A.N.L.

Plan de Trabajo:

En la figura 1, se presenta umn eéquema general de trabajo gue indica las

diferentes fases en que se 1llevé a cabo el estudio aqui presentado.
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Tejido de timo de ternera (testi-
go de referencia) y trofozoites de

E. invadens .

Extraccidén de Cromatina

!

Espectrofotometria

L 4

Extraccidon de Histonas

1

Espectrofotometria

Caracterizacidn electroforética de

histonas.

Fig. l.- Esquema general del plan de trabajo. El tejido de
timo de ternmera fue usado como referencia en este

estudio .
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Establecimiento del cultivo de amibas:

Trofozoitos de la cepa Ip-1 de Entamoeba invadens, en fase exponencial de

crecimiento, fueron cultivados de acuerdo a los métodos convencionales (L&pez-

Revilla y Rodriguez-Baez, 1981), en medio TPS-1 modificado de Diamond (1968).

Curva de crecimiento de las amibas:

Con objeto de llevar control acerca del crecimiento de las cé€lulas ami-
bianas, se determind la cinética de crecimiento correspondiente. Se inocularon
24 tubos a 25°C con una cantidad inicial de 104 células/ml. Cada 24 h se rea-
1i26 el conteo de las amibas por duplicado por un periodo de 12 dias. La cuen-
ta celular se realizd con una cdmara hematocimétrica de Neu Bauer, previo en-

friamiento de los tubos en bano de hielo por espacio de 10 min.

Extraccidn de cromatina de timo de ternera:

La metodologia que se describe a continuacidn (Bonner, et. al., 1968), ha

sido extensivamente probada para extraer cromatina de timo de ternmera e higa-

do de rata mediante fuerza idnica intermedia.

Todos los pasos se llevaron a cabo a 4°C .

A 15 g de tejido de timo de ternera congelado a — 70°C se agregaron 200 ml
de solucidn A y 2-Octanol(hasta una concentracidn final de 0.5%Z). Se homogenizd
por espacio de 1 min en licuadora de laboratorio a la velocidad mas alta y pos-

teriormente por 4 min a la velocidad mds baja. El homogenado se filtré a través

de dos capas de papel miracloth. Se centrifugd el filtrado a 1500 x g por 10

min y se descartd el sobrenadante resultante, Se resuspendid el sedimento en

150 ml de solucidn A. Se centrifugd a 1500 x g por 10 min y se descartd el
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sobrenadante. El sedimento resultante se resuspendid en 80 ml de solucién A
y se repitid el paso anterior. Se homogenizd el sedimento manualmente utili-
zendo un homogenizador Elﬁenjhem Potter (10 golpes) en 80 ml de solucién B .
Se centrifugd este homogenado a 1500 x g por 10 min y se descartd el sobrena-
dante. Se repitid la homogenizacién del sedimento de igual forma que en el
paso no. 7 . Se centrifugd el homogenado a 4500 x g por 10 min y se descart§
el sobrenadante. Se repitid la homogenizacidn igual que en el paso 7 y se
centrifugd a 12000 x g por 10 min . Se descartd el sobrenadante. Se repitid
el paso anterior. El sedimento resultante se llevé a 15 ml con solucidon C y
se agitd suavemente por espacio de 1 h . Se pusieron capas de 5 ml de esta
suspensidn sobre solucidn D (25 ml) en tubos de nitrocelulosa. Se mezclaron
suavemente (con agitador de ﬁidrio) los dos tercios superiores de cada tubo.
Se centrifugd a 70,000 x g por espacio de 3 h ., Se descartd el sobrenadante
y a la pastilla gelatinosa inferior se le considerd ''cromatina cruda". La
cromatina se lavé con sclucidn G mediante centrifugacién a 30,000 x g por

20 min . La cromatina se dializé contra la misma solucidén G (dos litros) por

12 h .

Soluciones:

Sol. A = NaCl 0.075 M - NaZEDTA 0.024 M - NaHSO3 0.05 M pH 8.0

Sol. B = Tris 0.01 M - Na,EDTA 0.2 mM — Tritén X-100 0.1% - NaHS0, 0.05 M

N pH 8.0

Sol. C = Tris 0.01 M - NazEDTA 0.2 mM - NaHSO3 0.05 M pH 8.0

Sol. D = Sacarosa 1.7 M ~ Tris 0.01 M - NaZEDTA 0.2 mM - NaHSO3 0.05 M pH 8.0

-~

Espectro de Absorcidn de Cromatinz de timo de ternera:

Para corroborar la calidad del material extraido por el método anterior,
se tom6 una pequefia alicuota y se resuspendid en amortigﬁador Tris 0.01 M -
Na_EDTA 0.2 mM pH 8.C, en una relacidn final de 1:10. Se leyd al espectrofo-

2
tometro U.V. en un rango de longitud de onda de 230 a 320 nm., con intervalos
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de 5 nm. El1 aparato fue ajustado a cero unidades de absorbancia, utilizando

el mismo amortiguador en que se resuspendid la cromatina.

Extraccidn de histonas a partir de cromatina de timo de ternerz (Johms,

1978).

Todas las operaciones se llevaron a cabo a 4°C y la cristaleria fue pre-

tatada con NaOH 10 N y horneada a 200°C por espacio de 2 h .

Método

La cromatina se colocd en un vaso de precipitado y se homogenizé por agi-
tacidn magnética (en bafo de hielo), 15 min . Se agregaron dos voliimenes de

dcido sulfirico 0.4 N mids NaHSO, para una concentracidn final de 0.05 M y se

mantuvo en agitacion por 30-60 3in . Se elimind el precipitado mediante cen-
trifugacidn a 5000 rpm por 10 min en centrifuga refrigerada Damon IEC DPR-6000.
Se agregaron al sobrenadante cuatro volimenes de etanol absoluto preenfriado a
-70 °C y se dejo toda la noche a la misﬁa temperatura. Se centrifugd a 5000
rpm por 15 min y se elimind el sobrenadante. Se agregd a la pastillé aproxima-
damente 5 ml de acetona y se agitd manualmente por 2 min . Se centrifugd a
3000 rpm por 20 min y se elimind el sobrenadante. Se repitidé dos veces este
laﬁado con acetona, Se 1liofilizé la pastilla y se obtuvo uﬁ "pol?o blanco®

al cual se le considerd como histonas.

Espectro de absorcidn de histonas:

Para determinar la absorbancia de las histonas extraidas, estas se diluye-
.ron en agua destilada a una concentracidn aproximada de 1 mg/ml . Se leyd la

absorbancia en un espectrofotdmetro de U.V. en el rango de los 220 a 300 nm.

con intervalaos de 5 nm.

= 18 -



Electroforesis de histonas en geles de poliacrilamida urea-acido acéti-

co de acuerdo a Panyim y Chalkley (Panyim y Chalkley, 1969).

Preparacidn de los geles:

60% de acrilamida (P/V) mds Bis-acrilamida 0.4%
Acido ac&tico glacial 43.2% (V/V) mds TEMED 47 (V/V)
Persulfato de amonio 0,2% (P/V) disuelto en una solucién de

4,0 M urea

Solucidn A

Solucidn B

Solucidn C

Todas las soluciones se prepararon justo inmediatamente antes de utilizar-

se. La sol, A fue filtrada a través de papel filtro Wathman No. 1 .

Se mezcld inmediatamente antes de usarse:

Una parte de solucidn B; 5.0 ml
Dos partes de solucién A; 10.0 ml

Cinco partes de solucidn C; 25.0 ml

Una vez hecha la mezcla, se colocd dentro de tubos de vidrio de 10 cm de
longitud y 5 mm de difmetro interior (la longitud real de los geles fue de
9 cm). Se colocd luego una capa de agua destilada sobre cada gel y se dejaron
asi a temperatura ambiente hasta su polimerizacidn (2 a 3 h).

Amortiguador de muestras: las histonas fueron disueltas en una solucidn

que contenia 0.9 N de acido acético y 15% de sacarosa.

Amortiguador para la camara de electroforesis: se usd dcido acético a una

concentracién final de 0.9 N,

Pre—-electroforesis: todos los geles fueron sometidos a este pretratamien-
to, con el fin de eliminar cargas diferentes a protones y aniones acetatos. La
preelectroforesis se juzgd completa cuando el voltaje se hizo constante con

respecto al tiempo lo cual ocurrid aproximadamente al cabo de 7 h .
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Electroforesis en tubos: Se colocd la muestra sobre los geles con una micropi-
peta. Se usarom 10, 20 y 30 1 de la muestra de histonas disuelta en el corres-—
pondiente amortiguador a una concentracidén final de 1 mg/ml . Se corrid por

3h a 2.0 miliamperes por tubo.

Coloracidn de los geles: Los geles fueron sacados de los tubos, quebrando el
tubo o haciendo resbalar el gel inyectando agua destilada entre las superficies
del gel y el vidrio. Inmediatamente después los geles fueron colocados en tubos
de vidrio que contenian colorante azﬁl brillante de Coomassie al 0.5% disuelto
en metanol absoluto al 50% m#s Acido acético al 7.5% . Asi permanecieron inmer-
sos en esta sclucidn por espacio de 4 h, Al t&rmino de este tiempo los geles
fueron colocados por 4 h en una solucidn destefiidora a base de metanol absoluto
al 50% y 3cido acético 7.5% y finalmente en una solucidén de metanol absolute 5%
nis dcido acdtico al 7.5% hasta la definicidn de las bandas y que el colorante
de fondo hubiese sido eliminado. En varias ocasiones, se acelerd la destincidn
de los geles elevando la temperatura a 60°C con la Gltima solucion destenidora.

Finalmente se procedid al registro fotogridfico de los mismos.

Extraccién de cromatina a partir de cé&lulas cultivadas segiin

Hancock y cols (1968).

Soluciones:

Pi/NaCl: NaCl 0.65 g més K2HP04 0.28 g mias KH2P04 0.04 g en 100 ml. de agua
destilada pH 7.5

Sol. E: Sacarosa 0.1 M en NaHZPO4 0.2 mM pH 7.5 titulado por KOH

Sol. F: Detergente Nonidet-P40 (NP-40) 0.5% (V/V) en NazEDTA 0.2 mM pH 7.5

Sol, ¢: 1Igual que la solucidn E pero a pH 8.5

Todag las operaciones se llevaron a cabo a 4°C

l.- C&lulas lavadas con solucidn Pi/NaCl, se resuspendieron en solucidén E a

5 ; 6 .
una concentracidn final aproximada 5 X 10 c¢é&ls./ml .
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2,- Se centrifugd a 1500 x g por 7 min y se descartd el sobrenadante.

3.~ Se resuspendid la pastilla celular de nuevo en sol. E pero ahora a una con-
centracidn de 1.5 X 107 céls./ml v se mezecld suavemente.

4.- Se agregd gota a gota un §olumen de solucidn F y se mezcld a mano suavemente.
5.- Se puso una capa del lizado sobre 5 volﬁmeﬁes de solucidn G.

6.— Se centrifugé a 3000 x g en rotor de columpio por 15 miﬁ y se removid cuida-
dosamente el sobrenadante.

7.- Se resuspendif la pastilla en un volumen de la sol. E y se volvid a poner una
capa en sol. G . '

8.- Se repitid el paso 6 .

9.~ La pastilla resultante fue resuspendida en EDTA 0.2 mM mds 0.2 mM Ditio-

treitol y se homogenizd suavemente a mano.
Diglisis de los extractos de cromatina

Los extractos obtenidos por el mé&todo anterior, fueron dializados contra
solucidn salina de fosfatos (Pi/NaCl) por espacio de 24 h en un volumen final de

2 1.a 4°C utilizando tubo de didlisis Spectrapor(Spectrum Medical Industries Inc.
D1614-2) .

Extraccion de histonas directamente a partir de células y tejidos segiin
Bonner, et. al.(1980) .

.

A menos que se eépecifique lo contrarioc, todas las operaciones se lleva-
ron a cabo a 4°C .
1.- 100 x 106 c€lulas previamente lavadas en solucidn Pi/NaCl se resuspendieron
en una solucidn de Ditiotreitol (DTT) 10 mM mds PMSF (Fenil-Metil-Sulfonil-Fluo-
ruro) 1.0 =M.
2.- Se sonicaron mediante la aplicacidn de 4 ciclos de 30 seg con intervalos de
60 seg entre cada uno . .
3.- Se obser§6 al microscopio Optico de contraste de fases para comstatar la li-
sis total de Eélulas y ndcleos e inmediatamente el lizado fue llevado a 0.4 M

con HC1 concentrado.

4.— Se dejd reposar agitando intermitentemente por 20 mim .



5.- Se centrifugd en microcentrifuga por 5 min y se descartd el precipitado.

6.~ En el sobrenadante resultante se disolﬁieron 750 mg de urea por cada ml del
vismo (conc.final 8.0 M uxea) .

7.- Se agregaron 5 1 de fenolftaleina 0.2% por cada ml de sobrenadante.

8.- Se agregaron 1la cantidad necesaria de microlitros de NH3 concentrado hasta

que la solucidn tomd un color ligeramente rosado.

9.- Se incubd por 5 min a temperatura ambiente.

10.- Se 1levd todo a 1.0 M con Zcido acético glacial .

11,- El extracto despu&s de esto, puede usarse inmediatamente para electroforesis,
colocdndolo directamente scbre geles de PAA-Urea-acido acético, con j sin Tritén

X-100. El1 resto del extracto puede guardarse a =-20°C .

Electroforesis de histonas en geles de placa de poliacrilamida (PAA)-

Urea-Acido acético Tritén X-100 (Bonner, et. al.,1980)
Se usaron geles discontinuos con y sin detergente.

Gel separador (cantidades para 30 ml)

AcridemidaT60%Z ™. o lle /6 v s s Ble s o 8 o EomloAml
Bisacrilamida 2.5% . o ¢ ¢ o 4 « o o a 2 o o » 1.2 ml
Acido acético glacial . . . . . . e e e e 1.8 ml
TEMED G R A W Al & 8 ... v o+ s s s « 0,15 ml
NH3 concentrado ¢ . . . ¢ 4 e 5 e s e e @ o0 0.09 ml

Urea (cristales) v « « o o s s o o o o s o « » 14.4 g

Se mezclaron todos los reactivos (se calentd ligeramente para disol@er la
urea) y se ajustad el volumen a 27.4 ml con agua.l

Se desgasificé la muestra en desecador mediante una bomba de vacio por es-—
pacio de 15020 min .

Posteriormente se agregdé a la mezcla 0.6 ml. de Tritdn X-100 al 25% (P/V).
Finalmente se agregaron 2.0 ml de solucidn de ribofla?ina.al 0.004 %. Esto alti-
mo se hizo en la obscuridad. Ripidamente se colocd el gel entre placas de vi-
drio de 14 cm de ancho a una altura de 10 cm y grosor de 1.5 mm . Se colocd so-

bre el gel una capa de agua de 2 a 3 cm y se dejd polimerizar en presencia de



luz fluorescente toda la noche.

Gel concentrador (cantidades para 20.0 ml)

Acrilamida 60% . . . « v+ o ¢ ¢ ¢+ s = o s s s+ 1.1l m
Bisacrilamida 2.57%7 . o 2« o ¢ s o o o » o & = 1.3 ml
Acido acético glacdal . ¢ & ¢ &+ 2o s + o ¢ o a o 1.2 ml
TEMED s 6 % & s 9o % & 9 @@ § 8§ @ o/« § 3 » @ DOl @l
NH, concentrado .+ + &+ « o ¢ + o « o s o s « « » 0.06 ml

3
Ured (cristdles) o« o ¢ « a o s % & o » & » & & & 9.6 g

Se mezcld todo y se ajustd el volumen a 18.7 ml con agua (se calentd 1igé-
ramente para disolver la urea). Se desgasificd la solucién igual que para el gel
separador. ‘

Se agregd 1.3 ml de solucidn de riboflavina y se colocd sobre el gel sepa-
rador previamente gelificado. La polimerizacidn se acelerd con luz fluorescente

la cual tardd aproximadamente tres horas.

Amortiguador para la camara de electroforesis: consistid de glicina 0.1 M

y acido acético 1.0 M.

Electroforesis: se corrid a amperaje constante, 10 miliamperes por espacio

de 10 a 14 h, En este caso no se requirid de pre-electroforesis.

Coloracion de los geles: se tifileron con azul brillante de Coomassie al
0.1 % disuelto en &cido ac&tico 5% y etanol absoluto al 40% por espacio de 30 a
45 min . Terminado este tiempo se destineron los geles en una solucidn a base

de acido acético 57 y 20% de etanol absoluto.

También, clertqgs geles fueron tefidos con colorante amido nmegro al 0.1%
disuelto en dcido ac&tico 0.7% y etanol absoluto 30% durante toda la noche
(12 h) y posteriormente se destiiieron con icido acético 0.7% mds etanol absolu-
to 302 .
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RESULTADOS

I.- Cultivos celulares y cinética de crecimiento

La figura 2 muestra la curva de crecimiento de trofozoitos de

Entamoeba invadens cepa IP=] cultivados en medio TPS~1, Las cuentas celulares

se hicieron por duﬁlicado y cada uno de los puntos representa el promedio. Pue-
de observarse que el crecimiento es exponencial desde el primer dia, lo que in-
dica una buena condicidn fisioldgica de las c&lulas. Al noveno dia se alcanzd
el miximo de crecimiento y se inicid una fase estacionaria. Aunque no se conti-
nuaron las cuentas diarias después de 12 dias, algunos cultivos permanecieron
hasta 45 dias después de iniciados. En estos cultivos viejos, las células eran

apreciablemente mis grandes (resultados no mostrados).

II.- Extraccion de cromatina de timo de ternera

En la figura 3 se observa el especto de absorcidn de la cromatina obtenida
del timo de termera. Se notd un miximo de la curva a los 259 nm A 300 nm 1la

absorbancia es apenas un 8% de la que se obtiene en el pico miximo .

III.- Espectro de absorcidn y electroforesis de histonas de timo de

ternera

Fl espectro de absorcidon de los extractos de histonas de timo de ternera
(figara 4), muestra una maxima absorbancia a 220-230 nm, minima absorbancia ha-

cia los 300 om y un ligero "hombro"™ emn la curva se observd a 280 nm .

Por otra parte, la electroforesis de los mismos extractos histdénicos, re-

sultd en un patrdon de 5 bandas similar al descrito por Panyim y Chalkley (fi-

gura 5) .

IV.— Extraccion de cromatina a partir de trofozoitos de E. invadens
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Fig. 2.- Cinética de crecimiento de trofozoitos de

Entamoeba invadens cepa IP-1, crecidos en
medio TPS-1 .,
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Fig, 3.~ Espectro de absorcidn de cromatina de timo .de ternera
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Fig. 4.- Espectro de absorcidn de histonas aisladas a partir de

cromatina de timo de ternera,
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Fig. 5.- Electroforesis de histonas en geles cilindricos de poliacril- -
amida-urea—~icido acético: A).- patrdn de histonas aisladas en
este trabajo; B).- patrdn informado por Panyim y Chalkley para

histonas de timo de termera.
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Con los resultados descritos en las secciones anteriores, se pensd que se
estaba en posibilidad de proceder con las ¢&lulas amibianas, basados en la mis-
ma metodologia que se empled para el timo de ternera. Sin embargo, los resulta-
dos no fueron los esperados, pues después del G1ltimo paso de la extraccidn que
consistid en centrifugar a través de unAcolchén de sacarosa 1.7 M, no se obtuvo
ninguna fraccidn con caracteristicas de cromatina. En vista de ello, se dividid
el tubo arbitrariamente en cuatro fracciones y se leyeron en el espectrofotdme-—
tro. El resultado fueron espectros de absorcldn semejantes, pero no iguales'al
de la cromatina de timo de ternera y con picos maximos desplazados de la posi-
cidn del pico de mixima absorbancia de la cromatina de timo (figura 6). Cuando
estas fracciones fﬁeron dializadas, el pico de mixima absorbancia desaparecid

(figura 7).

Debido a lo anterior, se decidid probar otro método para extraccidn de la
cromatina, basado en la extraccidn de la misma a partir de cé&lulas cultivadas
(Hancock, et. al., 1968). En este caso, fue necesario hacer algunas modificacio-
nes a la técnica original; fue preciso aumentar la concentracidn del detergente
NP-40 para poder romper les niicleos de los trofozoitos ya que fuexon resistentes
a la concentracién indicada. También fue necesario aumentar la densidad del col-
chén de sacarosa porque el lizado mo se sbstenia y se sumergia al ser colocado
sobre el colchén, por lo cual se modificd de 0.1 M a 0.35 M de sacarosa. Sin em—
bargo, los resultados obtenidos nuevamente no mostraron ninguna fraccidn con ca=-
racteristicas de cromatina, ya que las fracciones de la centrifugacion final en
colchdn de sacarosa, mostraron espectros de absorcidn con picos m@ximos también
desplazados del pico de méaxima absorbancia de la cromatina, semejante a lo obte—
nido con el método de extraccidn de cromatina que se usd para el timo de ternmera
(figura 6). Al igual que en el método anterior, cuando estas fracciones fueron

dializadas, el pico de mixima absorbancia desaparecid (figura 7).

V.- Extraccidn y electroforesis de histonas directamente de trofozaitos

y _tejidos

La figura 8 muestra los resultados obtenidos con la electroforesis de los

extractos dcidos obtenidos directamente de amibas y de timo de ternera (Bonmer,

et. al., 1980),
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Fig. 6.— Espectro de absorcidn {(curva continua) de
fracciones provenientes de la centrifuga-
cién en colchdn de sacarosa del extracto
de trofozoitos de E. invadens tratados con
el método de extraccion de cromatina para
timo de ternera ( Bonmer, et. al., 1968) y
con un método basado en la extraccién de
la misma a partir de cé&lulas en cultivo
(Hancock, et. al., 1968). Los espectros
fueron basicamente iguales con ambos méto-
dos. La curva discontinua representa el es-—

pesctro de absorcidn esperado.

v 30 =



—t T
o N

©
oo

ABSORBANCILA
o - o
I lap)

=
N

\ e N
\\ ,‘/ \
\ \\ // \
RN Py Q
\ \K N 4 \\
\ ¥ /“ \
\ X & 9
‘ o R
. K X \
~So ’«., A~ * ‘-n)(_ \\
(- \X\\ ®
B \
X\ \
\5 \
\ »
\
X\
>
| | 1 1 ] | I

240

?ig- 7-_

250 260 270 280 290 300

Espectro de absorcién (§—~-8) de fracciones prove~
nientes de la centr::qugacién en colchén de sacarosa,
del extracto de trofozoitos de E. invadens . La
curva (x—x%) representa el espectro que brindaron

las mismas fracciones después de ser dializadas.

= Tl ==

Alnm.



H1

H3
H2B

f - S BVR
3 T L
Hg : R

FE2 LB et 4

Fig. 8.— Patrones electroforéticos de histonas en geles de placa de
AA-urea-acido acet1co—trit6n X-100. En los carriles 5y 6
se localizan extractos dcidos de timo de ternera. Los ca-

.rriles del 7 al 12 muestran extractos Acidos amibianos.

Tincidn: azul.de Coomassie.



Los carriles 5 y 6 muestran extractos &cidos de timo de ternera, mientras que
los carriles del 7 al 12, los extractos Acidos de trofozoitos (el 7 con 501
de muestra aplicada; 8, 9 y 10 con 100)*1, y 11 ¥y 12 con 1501 ). Bajo estas
condiciones, el grupo de las histonas H2A corre mas retrasado que el resto de
las mismas (véanse carriles 5 y 6), le sigue con mayor movilidad en forma suce—
siva las histonas H1, H3, H2B y H4 lo que da el patrd quese obserQa en la fi-
gura 8. Algunas bandas delgadas aparecen entre las bandas principales de las
histonas del timo.

Por 1o que concierne a los extractos dcidos de los trofozoitos, &€stos mues-
tran una banda (h2A) que comigra con la mis baja de las tres que conforman la zo-
na de H2A; una banda mis débil (hl) que se localizd ligeramente arriba de Hl ¥
otra mis notable (hl-2a) entre la hl y la h2a. Otras dos bandas aparecen clara-
mente marcadas (h3-1 y h3-2) y fueron coincidentes con el grupo de las H3 del
timo. A nivel de H4 no se observd ninguna banda, solo colorante difuso. Ademis,
por arriba del grupo de las H2A aparece también una banda (ho)claramente defi-

nida.

En experimentos posteriores (figura 9), se observd una banda bien definida
que migraba ligerameﬁte arriba del colorante azul de metileno, que se usd como
indicador del frente de migracidn electrofor&tico. Este hecho, y la banda difu-
sa descrita en el experimento anterior hizo pensar en la posibilidad de la pre-
sencia de la histona H4 . Ante tal posibilidad, se corrid otra electroforesis
en condiciones semejantes a las anteriores con la diferencia de que la banda del
colorante azul de metileno se dejo correr justo hasta la orilla inferior del
gel y que dos juegos de muestras fueron colocados en el gel. Al terminar la co-
rrida electroforética el gel fue dividido en dos partes, cada una de las cuales
llevaba un juego de muestras. Una parte fue tefiida com azul brillante de Coo-
massie y la otra con amido negro. Los resultados de este experimento se ven en
la figura 10. En la porcidn tenida con azul de Coomassie 10-A, las bandas ya des-
critas en los extractos de amibas siguen presentes, pero en la zona de H4 se ve
una banda débil un tanto difusa.Enel extracto de timo, sin embargo aparece una

mancha apenas perceptible.
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Fig. 9.~ Patrones electroforéticos de histonaé en geles de placa de
PAA-urea-acido acéticoftritSn X-100. E1 carfil A corres-—
ponde al éxtracto.écido de fimo de termera y el B al ex—~
tracto amibiano.-- ' .

‘Tincién con azul brillante de Coomassie.
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Fig. 10.~ Electroforesis de histonas en geles de placa de PAAﬁurea-‘
Acido acético-Tritén-100. En el recuadro A se presenta la
borciﬁn de gel teiiido con azul brillante de Coomassie, el
carril 1 corresponde al extracto #cido de timo de ternera y
el 2, al de amibas. En el recuadro B, se presenta la porcidn
tefiida con Amido negro en el carril 1 se encuentra el extrac-

tdo dcido de amibas y en el 2, el de timo de termnera,



Por otro lado, en la porcidn del gel tefiida con amido negro (figura 1C-B)
una banda en la zona de H4 es claramente visible, tanto en el carril que conte-
nia el extracto de timo de ternera como en el de las amibas. Sin embargo, el res-

to de las bandas en el carril del extracto amibiano aparecen muy débiles, algu-

nas son apenas perceptibles.

Con el objeto de observar si se mantenia la misma moQilidad de 1as bandas
de los extractos dcidos de amibas con respecto a las bandas del extracto dcido
de timo de ternera en sistemas electroforéticos diferentes, se corridé un éel en
un sistema sin detergente, aunque con la misma concentracidn de yrea ( 8,0 M. ),
el resultado se muestra en la figura 11; en el carril 1, se ve el patrdn dado
para el timo de ternera, el cual es muy semejante al informado por Panyim y
Chalkley (1969), también en ausencia de detergente pero com una c¢onceéntracidn
de urea de 2.5 M (v8age figura 5). Las diferencias entre ambos geles son de
que: a la concentracién de urea de 8.0 M la banda inferior de las tres centra-
les es mi3s delgada, y ademd3s las distancias de las bandas de mayor y menor movi-

lidad se encuentran proporcionalmente,ligeramente mis cercanas a las tres bandas

centrales,

Por otro lado, el patrdén electroforético de los extractos &cidos de los
trofozoitos (carril 2, figura 11), muestra dos bandas con la misma movilidad
que las dos bandas inferiores de las tres bandas centrales del patrdn de timo.
As mismo, una o dos bandas aparecen ligeramente arriba de la banda de timo de
menor movilidad (banda superior) y tres o cuatro bandas con ain menos movili-
dad. El patrédn de amibas no presentd bandas correspondientes con la banda su-
perior de las tres bandas centrales de timo de termera ni con su banda de ma-

yor movilidad.
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Fig. 1l.- Electroforesis de histonas en geles de placa de
PAA-urea-icido acético. El carril 1 corresponde al
extracto acido de timo de termera y el 2, al extrac-

to dcido de amibas. Tenidos con azul de Coomassie.



DISCUSION

Los resultados presentados en lo que concierne al establecimiento de los
cultivos de trofozoitos y su cin€tica de crecimientec, concuerdan con una cinéti-

ca normal para cultivos en dptimas condiciones fisiolégicas (LOpez-Revilla vy

Rodriguez-Baez, 1981).

Por otra parte, el espectroc de absorcidn de cromatina de timo de ternera
presentado en la figura 3, es esencialmente similar a los presentados en previos
trabajos de aislamiento de cromatina (Marushige y Bomner, 1966), lo que demues—
tra la alta pureza de ésta. Asi mismo, el espectro de absorcidn de histonas
aisladas de dicha cromatina de timo, presentd las caracteristicas de absorban-
cia ya informadas para este tipo de proteinas (Bonner, et. al., 1968) con un pi-
co de méxima entre 220-230 nm y escasa absorbancia a 280 nm. La alta pureza de
estas histonas, fue confirmada por electroforesis en el sistema ya descrito; ya
que los resultados brindaron un patrdn esencialmente idéntico al presentado por

Panyim y Chalkley (1969), para la separacidn electrofor8tica de histonas de timo

de ternera.

El hecho de que la cromatina extraida de timo de termera y las histonas ex-

traidas de &ésta fueron obtenidas con una alta pureza, demuestra que la metodolo-

gia usada funcion® eficientemente.

El fracaso en la obtencidn de la cromatina de trofozoitos mediante las tée-
nicas usadas para el timo de ternmera (Bonmer, et. al., 1968) y para cé&lulas en
cultivo ('Hancock;'ggﬁé£., 1968), puede tener varias explicaciones; una de ellas
es que las enzimas lisosomales hayandegradado la cromatina, a pesar de que para
evitar esto fue utilizado bisulfito de sodioc como inhibidor de proteasas , ademias
de un tratamiento contra proteasas y nucleasas al material de vidrio. Pese de que
este experimento se repitidé al menos cuatro ocasiones en cada caso (con el méto-
do empleado en el timo de ternera y otras tantas veces con el método basado en

la extraccidn a partir de c&lulas cultivadas), no es posible descartar definiti-

vamente esta alternativa ya que no fueron utilizados otro tipo de inhibidores de



proteasas o nucleasas, ademds de que se ha informado previamente que en células

amibianas, en particular Entamoceba invadens y E. histélytica hay fuertes activi-
dades proteolfiticas y nucleoliticas (Avila, et. al., 1985).

Otra explicacién a la falla para la extraccidn de cromatina de amibas por
los métodos mencionados, es que ésta guarde caracteristicas diferentes a la cro-
matina de eucariotes superiores y se requiera de modificaciones especiales en
la metodologia usada para su extraccidn. Otra posibles alternativa, es que en
estas c&lulas existan constituyentes que pueden asociarse a histonas y alterar
sus propiedades. En este sentido, existen 1lipidos los cuales se unen a las his-

tonas y alteran su comportamiento cromatografico (Fazal y Cole, 1977)

Los espectros de absorcidn de las fraceiones de la centrifugacidn final
en colchén de sacarosa que fueron semejantes a los de la cromatina dé timo de
ternera pero desplazada su mixima absorbancia hacia longitudes de onda mayores
(figura 6), se explican por la presencia del detergente en los homogenados. ya
que despuds de dializadas las fracciones, el pico de mixima desaparecia (figura
7)s ¥y el espectro de agbsorcidn del detergente solo (NP-40) fue semejante al ob-

tenido en la figura 6 .

Posteriormente, con objeto de extraer las histonas directamente a partir
de una fraccidn nuclear de trofozoitos, se realizaron intentos de purificacidn
de niicleos a base de lisis celular con detergentes no idnicos (NP-40 y Triton-—

100), pero no se obtuvo repetitividad en estas pruebas (resultados no mostrados).

Por otra parte, la aplicacion de Bonmer y cols.,(1980), si did el patrén
de bandas esperado para la electroforesis de histonas de timo dé tefnera ¥y lg
resolucidn de seis bandas en los extractos Acidos de amibas (figura 8). De estas
seis bandas, la h2a que comigra con una de las variantes de H2A y las h3-1 y
h3-2 que comigra con variantes de la H3 y la hl que comigra ligeramente arriba
de Hl, sugieren la presencia de histonas en amibas. El resto de las bandas (hl-

2a y hQ) no presentan comigracidn con histonas de timo.
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Posteriormente la presencia de una banda difusa (h4) que comigrd con H4 de
timo de ternera, fue confirmada (figura 9), al repetirse su presencia en una
nueva corrida electroforética en la que el gel fue teiiido con amido negro (fi-

gura 10-A), mis no en el gel que fue tefiido con azul de Coomassie (figura 10-B).

No conocemos la razdn del porqué& algunas veces la histona H4 no aparece
cuando el gel se tifie con azul brillante de Coomassie. Este fenémeno también se
presentd cuando las histonas de timo de ternera fueron corridas en electrofore-~

sis con las condiciones de Panyim y Chalkley en geles de tubo (figura 12).

El hecho de que aln en sistemas electroforéticos diferentes (ausencia de
triton X-100) la movilidad de dos bandas permanezca comigrando con dos de las
béndas de histonas de timo de termera y una mids permanezca ligeramente arriba
de 1la Hl (figura 11) sugiere que las proteinas que forman estas bandas son igua-
les o muy semejantes. Previamente se ha informado, que la histona Hl es la que
presenta mids variantes entre las histonas (Lewin, 1980), y por lo tanto no se
descarta la posibilidad de que la banda que se mueﬁe ligerameﬂ%e arriba de la

Hl en los dos sistemas usados, sea una variante de tal histona.

En este (ltimo gel (figura 11), el patrdn de histonas de timo de ternmera
es muy semejante al descrito por Panyim y Chalkley, sin embargo, tal patrdn es-
td dado usando una concentracifn de 2.5 M de urea, mientras que el que se usd
en este trabajo se realizo con.8.0 M urea. Por esto es posible que adn con un
patrdn de bandas semejante al de Panyim y Chalkley, algunas podrian SELEE pmHS
biadas de posicidn. De cualquier manera, la similaridad de migracidn en el
gel no es suficiente para la identificacién de histonas (Fazal y Cole,1977).
Asi mismo, marcadas diferencias de migracién en los geles no demuestran que las
histonas no son hom61ogas, por ejemplo, las homblogas H2A y H2B de timo de ter-

nera y de chicharo (Pisum sativum) migran muy diferente tanto en geles de icido

acético-urea como en geles con dodecil sulfato de sodio (SDS) ( Spincker e

Isenberg, 1977) . Sin embargo, los métodos con geles si pueden indicar el nime-

ro de histonas, y asi, los extractos Acidos indican por lo menos la presencia

de cuatro band;s.
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Fig. 12.- Patrdn electroforéfico de histonas de timo de
ternéra en gel cilindrico de PAA-urea-dcido
acético, de acuerdo al método de Panyim y
Chankley. Notese la ausencia de bandas en la
regién de H4. La muestra usada aqui, es la
misma que fue utilizada en un experimento
previo en donde si aprecidn una banda para

H4 (Ger figura 5-A) .
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El método usado aqui para determinacidn de la presencia de histonas, tiene
el inconveniente de que cualquier proteina bisica del citoplasma podria traer
interferencia en los patrones electroforéticos, ya que se trata de un extracto
dcido crudo. En estas condiciones, posibles contaminantes son las proteinas ri-
bosomales dada su naturaleza bisica. Pero s1 las proteinas ribosomales realmen-
te enmascararan la presencia de histonas, el patrdn de bandas de timo de ternera
no seria reconocible. Seguramente si existen proteinas ribosomales en el gel,
pero posiblemente la concentracidn en la que se encuentran es muy inferior a la
de las histonas, Eé posible sin embargo, que las bandas delgadas poco distin-

guibles que se encuentran entre las bandas bien marcadas de las histonas sean

debidas a proteinas ribosomales,

De cualquier forma, es significativo que ailn bajo condiciones electroforé-
ticas diferentes, la movilidad entre bandas h3-1 y h3-2 de trofozoitos con sus
correspondientes del tejido de timo de termera, se hayan mantenido igual. Esto
en Gltima instancia, indica que las proteinas que conforman estas bandas son se-

mejantes o difieren muy poco.

Por otro lado, no seria extrafna la ausencia de algunas histonas en los tro-
fozoitos de E. invadens, pues es conocido que en eucariotes inferiores tales
como levaduras, estd ausente la histona H1l (Elgin, 1975) ¥y que en el microniicleo

del ciliado Tetrahymena no existen las histonas H3 y Hl (Gorovsky y Keevert, 1975).
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CONCLUSTIONES

De acuerdo al anilisis de los resultados presentados en este trabajo,

se concluye lo siguiente:

l1.- Existe evidencia de la presencia de histonas en trofozoitos de

Entamoeba invadens .

2.- Entre las posibles histonas presentes estdn las del grupo H2A, Hl,
B2B o H3 y H4.

3.- Los métodos convencionales para extraccién de cromatina a partir
de tejidos y células no son eficaces cuando se aplican a trofo-

zoitos de E. invadens.
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CONSIDERACIONES FINALES

Como pudo Qerse, el desarrollo de este trabajo, fue substancialmente cam=—
biante, ya que la estrategia experimental propuesta en un principio para obten-
cidén de resultados con las amibas (Qer figura 1), se §16 interrumpida por el
hecho de que no se pudo extraer la cromatina a partir de los trofozoitos de
E. invadens . De todas formas, pudo llegarse a presentar la eQidencia de 1la

presencia de histonas en este organismo.

Creemos que una vez establecida la presencia de histonas en trofozoitos

de E. invadens, una mds fuerte evidencia podria llevarse a cabo mediante:

1.~ El uso de anticuerpos para identificar cuiles bandas del patrdn elec-
troforético del extracto &cido de amibas cruzan inmunoldgicamente con histonas
de timo de ternera., Esto seria posible al considerar el hecho de que las his-

tonas son de las proteinas mids conservadas.

2.— Una serie de ensayos electroforéticos de extractos acidos de amibas,
cambiando la concentracidn final de urea. Al respecto de &sto, se ha informado
que la separacidn entre variantes de histonas puede facilitarse cambiando la

concentracidén de urea en el sistema (Zweidler, 1978) .

—
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APENDTICE

Especificaciones del equipo utilizado y origen de los reactivos:
EQUIPO:

Balanza analitica Sartorius _

Balanza granataria Ohus autotarable

Incubadora Thelco GCA-Precisidon Scientific No. 22-AF-6

Campana de Flujo Laminar Vecco Hecho en México.

Camara de Newbauer mejorada, Hematocitdmetro American Optical
Centrifuga clinica Sol Bat.Mod J-12 (México)

Licuadora de iaboratorio de 2 felocidades‘WéIing USA.
Centrifuga refrigerada Damon IEC DPR-6060

Centrifuga refrigerada Damon IEC B-20 y rotor No. 870
Potencidmetro Digital Corning 109

Homogenizador Elvehjem Potter de 50 ml de capacidad

Plancha y agitador magnético Tehrmolyne Type 1000

Tubos de nitrocelulosa para ultracentrifugacion Beckman (50 ml)
Ultracentrifuga Beckman Mod. L5-50E con rotor de columpio SW-41
Centrifuga refrigerada Beckman Mod. JA-21 con rotor JA-20

Tubo de di&lisis Spectrapor. Spectrum Medical Industries INC. D1614-2 USA.
Espectrofotdmetro Carl Zeiss PMQ III '
Horno seco Robertshaw 300°C

Liofilizadora'Labconco

Cimara de electroforesis para tubos Buchler

Fuente poder Camag serie- 730-809

Pipetores Eppendorf de volumen fijo 10, 20 y 50 1
Potenciometro Digital Oriom Research 1501

Sonicador Lab.line Ultratipe Melrose P. IIT 60160

Microscopio compuesto con condensador de contraste de fases binocular
Carl Zeiss

Fotomicroscopio Binocular Carl Zeiss



27.- Microcentrifuga Eppendorf Mod. 5414

28.~ Pipetor digital Eppendorf 2-10 1 No. 22 33 350-0

29.- Pipetor digital Eppendorf 10-100 1 No. 22 33 355-1

30.- Puntillas pldsticas Sybron Brinkmann Cqt. No.22 35 133-8 -

31.- Cdmara de electroforesis y equipo accesorio para geles de placa Bio-Rad
Mod. Protean 16 cm serie 16HF-9067

32.- Fuente poder para electroforesis Buchler 3-1500

33.- Pelicula fotografica Kodack Plus X-~Pan asa 125

34.- Papel para impresidn fotogrifica Kodalith Ortho tipo 3

/
Origen de los reactivos:

1.— Baker J.T. Chemicals: Bisulfito de sodio, 2-Octanol.
2.- Bio—Rad: Azul brillante ge Coomassie, Acrilamida,Temed (N, N.N'N'-Tetra-
metilendiamina), Persulfato de amonio, Amido negro .

3.~ Estaman (Kodack): Bis~acrilamida .

4.~ Mallinckrodt: urea en cristales .

5.- Merck: Metanol absoluto, L-cisteina, Acido ascérbica, Peptona de caseina,

Acetona y Etanol absoluto,

6.~ Nutritional Biochemicals Corporation: Riboflavina

7.- Paines and Byrne Limited (England): Panmede

8.— Productos quimicos Monterrey, S.A.: Fosfato de sodio monobdsico, Fosfato
de sodio dibdsico, Sacarosa, Acido sul-
fdrico, Acido clorhidrico, Hidréxido de
amonio.

9.~ Sigma Chemical Co.: Trizma base, Tritﬁn X-100, Nonidet P-40 (NP-40), Acri}-

amida, Fenil-metil-sulfonil fluoruro (PMSF), Ditiotreitol

(DTT).
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