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RESUMEN 

Las proteínas Rab son GTPasas de bajo peso molecular pertenecientes a 
la familia de las proteínas Rab, su función consiste en regular el tráfico 

vesicular a lo largo de la vía biosintética y endocítica en células eucariotas. La 
proteína Rab8 de mamífero y su contraparte en levadura Sec4 han sido 
implicadas como reguladores del tráfico vesicular del TGN hacia la membrana 
plasmática. 

Hemos caracterizado un homólogo de Sec4/Rab8 en el parásito causante 
de la amibiasis Entamoeba histolytica. Ehrab8 tiene un marco abierto de lectura 
de 600 pb y predice un polipéptido con un peso molecular teórico de de 22,272 
Daltons. Alineamientos de EhRab8 con otras proteínas Rabs han demostrado 
que EhRab8 muestra un alto porcentaje de idéntidad a nivel de aminoácidos 
con proteínas tipo Rab8 de otros eucariotes: 61 % con SAS 1 de Dictyostelium 

discoideum, 62% con YPT2 de Saccharomyces pombe, 58% con Rab8 de 
humano and 47% con Sec4 de Saccharomyces cerevisiae. El uso de codones 
del gene Ehrab8 es característico de E. histolytica. Los dominios funcionales 
previamente definidos para las Rab GTPasas estuvieron presentes en la 
secuencia amibiana, tales como los dominios de unión a GTP, el dominio 
efector y el motivo C-C carboxilo terminal. La proteína recombinante His
EhRab8 fué expresada en E.coli y utilizada para la producción de anticuerpos 
antiEhRab8, los anticuerpos fueron purificados y utilizados en la 
citolocalización de EhRab8 en amiba, los resultados indican que la proteína se 
encuentra localizada en estructuras vesiculares y en la membrana plasmática. 



l. INTRODUCCION 

1.1 Generalidades de la vía secretoria. 

En células procariotas y eucariotas, los procesos especializados tales como 

secreción y transducción de señales, así como las reacciones enzimáticas del 

metabolismo intermediario, son organizados dentro de membranas y 

compartimentos membranosos en el interior de la células, respectivamente. Las 

características bioquímicas de cada compartimento y la especificidad y 

direccionalidad de los procesos secretorios puede ser mantenidas sólo si existen 

los mecanismos necesarios para el "targeting" selectivo de las proteínas a su 

localización subcelular correcta, para su transporte activo a través de membranas y 

para sus modificaciones covalentes y conformacionales. 

Las proteínas nacientes contienen señales que determinan su destino final. 

En Escherichia coli, las proteínas recién sintetizadas pueden permanecer en el 
citosol, ser insertadas o transportadas a través de la membrana interna, permanecer 

en el espacio periplásmico o bien, se insertan en la membrana plasmática 
[Rothblatt et al, 1994]. En contraste, la vía secretoria en eucariotes comprende una 

serie de compartimentos a través de los cuales un gran número de proteínas se 
dirigen hacia el espacio extracelular [Palade, 1975]. Las proteínas que van a ser 

secretadas, así como las proteínas destinadas al retículo endoplásmico (RE), 

aparato de Golgi, lisosomas y membrana plasmática contienen una secuencia señal 
hidrofóbica en el amino terminal que es reconocida por un multímero 

ribonucleoproteico llamado Partícula de Reconocimiento de Señal (SRP, del inglés 

Signa) Recognition Particle). Al emerger del ribosoma, la secuencia señal es 
reconocida por el complejo SRP, se detiene la traducción y el complejo ribosoma

SRP-péptido naciente es dirigido hacia la membrana del RE. La interacción del 

SRP con su receptor, presente en la membrana del RE, marca la pauta para que 
reinicie la traducción, el SRP se separa del complejo y el péptido naciente es 

cotranslocado al RE. Posterior a la translocación, las proteínas son modificadas en 

el lumen de este compartimento: la secuencia señal amino terminal es cortada por 

una peptidasa señal que reconoce al péptido señal, se forman los puentes disulfuro 

y muchas proteínas son glicosiladas [Kornfeld and Kornfeld, 1985]. Con 

excepción de aquellas proteínas retenidas selectivamente por ser residentes del RE 

[Pelham, 1989], las proteínas son transportadas al complejo de Golgi mediante 
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Golgi mediante vesículas de transporte. En el Golgi, las proteínas sufren 
modificaciones (p.e. glicosilación tenninal) y son dirigidas hacia su destino final: 
lisosomas, membrana plasmática o medio extracelular [Pryer et al, 1992; Rothman 
and Orci, 1992]. 

1.2 Tráfico vesicular de proteínas en células eucariotes. 

Las células eucariotes están organizadas en múltiples compartimentos, cada 
uno con su propio conjunto de proteínas celulares. El establecimiento de esta 
compleja red de organelos, muchos de los cuales intercambian componentes 
químicos, depende del transporte apropiado de proteínas. En eucariotes, tanto 
unicelulares como pluricelulares, el tráfico entre organelos dentro de la vía 
secretoria ocurre cuando vesículas derivadas de membranas de un compartimento 
donador se fusionan con membranas de un compartimento aceptor específico. 
Estas vesículas funcionan como unidades acarreadoras que transfieren 
direccionalmente moléculas cargo (proteínas, lípidos) entre distintos 
compartimentos subcelulares [González and Scheller, 1999]. La Figura 1 muestra 
un esquema del tráfico vesicular entre compartimentos. Este proceso es regulado 
por componentes proteicos localizados en la membrana donadora, en la vesícula 
de transporte y la membrana blanco, así como factores solubles localizados en el 
citoplasma. Entre los componentes proteicos localizados en Ja membrana tenemos 
a la familia de proteínas SNARE que están presentes en la membrana de las 
vesículas de transporte (v-SNARE) y la membrana del organelo blanco o "target" 
(t-SNARE). Las proteínas SNARE sirven como receptores de factores solubles 
necesarios para el "docking" y la fusión de la vesícula a la membrana blanco. 
Entre los componentes solubles localizados en el citoplasma, los mejor 
caracterizados son la familia de proteínas RabNPT de la superfamilia de pequeñas 
GTPasas (también denominadas "small GTP-binding proteins" o proteínas que 
unen GTP pequeñas). Estas proteínas han sido implicadas como reguladores del 
"docking" vesicular y del apareamiento entre proteínas v-SNARE y t-SNARE . 

Los componentes proteicos requeridos para el transporte vesicular de 

proteínas han sido bien conservados durante la evolución; por ejemplo, el 
transporte entre membranas en levaduras y en las células de mamífero obedece 
principalmente las mismas reglas y ambos usan el mismo mecanismo molecular. 

2 



RE 

Tráfico Vesicular en Eucariotes 

Vesícula gemante 
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~ 

Figura l. La imagen representa el tráfico vesicular entre membranas 
internas: RE, aparato de Golgi y membrana plasmática. 
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Algunos componentes son específicos de una etapa de transporte en 

particular, otros son comunes a lo largo de las vías secretora y endocítica. [Lazar, 

1997]. 

1.3 Proteínas de la superfamilia de GTPasas. 

Las proteínas que unen GTP son miembros de una gran familia de proteínas 

presentes en todas las células eucariotas, donde realizan diversas funciones de 

regulación. Dependiendo de su composición de subunidades y de su tamaño, se 
clasifican como proteínas triméricas que unen GTP (también conocidas como 

proteínas G clásicas), las cuales consisten en una subunidad a que une al 

nucleótido guanina, una subunidad ~ y una subunidad y, y como proteínas 

monoméricas de bajo peso molecular (aprox. 20-25 kDa), también conocidas 

como "small GTP-binding proteins" o proteínas que unen GTP similares a ras 

[Ferro-Novick and Novick, 1993]. La primera GTPasa de bajo peso molecular 

descubierta fue la proteína ras, de ahí su identificación como proteínas similares a 

ras. 

En base al análisis de homología de sus secuencias, las GTPasas pequeñas 
se clasifican en 5 subfamilias: Ras, Rho, Rab, ARF y Ran [Hall, 1990; Boguski 

and McCormick, 1993]. La subfamilia de las proteínas Ras está involucrada en la 

regulación del ciclo celular, mientras que la subfamilia de las proteínas Rho 

participa en la organización del citoesqueleto de actina. Las proteínas tipo Ran 

juegan un papel central en el tráfico de proteínas dentro y fuera del núcleo. Las 
subfamilias de las proteínas Rab y ARF están involucradas en el control de 
diferentes aspectos del transporte vesicular (ver Tabla 1 ). 

Las GTPasas pequeñas son hidrofílicas, no contienen dominios 

transmembranales, por lo tanto, no son proteínas integrales de membrana pero se 

pueden encontrar asociadas a Ja membrana. Para unirse a la membrana de las 

vesículas requieren de un grupo lipídico, el cual adquieren por una modificación 
post-traduccional llamada prenilación. A excepción de !as proteínas Ran., todas las 

demás GTPasas pequeñas muestran uno o más grupos lipídicos unidos 

covalentemente. 
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Subfamilia Miembros Funciones Bioló1?icas 

l-1-ras/](j-ras/J\!-ras; Crecimiento 
Ras R-ras; raplA/b; rap2A/B; Diferenciación 

Ra!A/B; TC21 

RhoA/RhoB/RhoC; Actividad de Jntegrina 
Rho Rae 1/2; CDC42/G25K; Citoesqueleto de actina 

RhoG; TCIO NADPH oxidasa 

Rab Rabi ......... Rab26 Transporte vesicular 

Transporte vesicular 
ARF ARFI ...... ARF6 Estimulación de PLD 

(Phosoholioase 0) 

Importe de proteínas 
Ran Ranl nucleares 

Tabla l. Miembros de la superfamilia Ras en mamíferos. 
(Tomada de l-Iall, A., Annu. Rev. Cell Bol, 1994, 10:31-54.) 

1.4 Proteínas Rab 

La familia de las proteínas Rab/YPT constituyen la subfamilia más grande 

de la superfamilia de las proteínas ras. En levaduras, en general, se llaman YPT, 

mientras que en mamíferos y otros organismos se conocen como proteínas Rab. 

Las primeras proteínas Rab/YPT identificadas, fueron las proteínas Sec4p y 

YPTlp, encontradas en levadura [Salminen and Novick, 1987; Gallwitz et al, 

1983); a la fecha se conocen 11 proteínas más en S. cerevisiae: YPT3 lp o YPT8p, 

YPT32p, YPT51p o YPT21p, YPT52p, YPT53p, YPT6p, YPT7p, YPTIOp y 

YPTl lp. En células de mamífero el número es más grande, siendo más de 40 

proteínas Rab identificadas, incluyendo isoformas y proteínas homólogas a las 

proteínas YPT mencionadas (ver Tabla 2). El número de proteínas Rab 

encontradas en mamífero correlaciona con la diversidad de las rutas de transporte 

vesicular que se presentan en la variedad de tipos celulares a diferencia de !as 

levaduras. 

5 



1.4.1 Características generales. 

1.4.1.1 Localización de las proteínas Rab. 

La mayoría de las proteínas Rab identificadas son ubicuas aunque su nivel 
de expresión puede variar de un tipo celular a otro; sin embargo, algunas de ellas 
son tipo-celular o tejido específicas. Muchas de las proteínas Rab han sido 
localizadas usando anticuerpos específicos en una combinación de experimentos 
de fraccionamiento subcelular, inmunofluorescencia, microscopía confocal y 
microscopía electrónica. La Tabla 2 resume lo que se conoce acerca de la 
localización intracelular de las proteínas Rab en mamífero y de las proteínas YPT 
en levadura. Todos los organelos (excepto los lisosomas) involucrados en las vías 
secretora y endocítica tienen por lo menos una proteína Rab asociada a su cara 
citoplásmica. En la mayoría de los casos, las proteínas Rab están asociadas a dos 
compartimentos adyacentes (p.e. trans-Golgi y membrana plasmática). Algunas de 

ellas han sido encontradas asociadas a la cara citoplásmica de las vesículas de 
transporte y también en forma soluble en el citosol. En conjunto estos datos, 
soportan la hipótesis de que las proteínas Rab están involucradas en la unión y 
fusión específica de vesículas de transporte a su compartimento aceptor [Martinez 
and Goud, 1998]. 

Proteína Localización Función Referencias 

Sec4 Vesículas post-Golgi, Transporte del Golgi a Ja Goud et al, 1988; Salminen and 

membrana olasmática membrana olasmática. Novick. 1987· Walworth et al 1989. 

YPTI RE, cis-Golgi Transporte del RE al Golgi, e Jedd et al, 1995; Segev et al, J 988; 

(Rabi A y intra-Golgi. Baker et al, 1990. 

RablB} 

YPT31, Golgi? Transporte intra-Golgi, y del Benli et al, 1996. 

YPT32 - Golgi a la vacuola. 

YPT51, Endosomas Transporte en la vía Singer-Krugerelal, 1994. 

YPT52, endocítica temprana. 

YPT53 

YPT6 ? Transporte intra-Golgi, y del Li and Wamer, 1996; Tsukada and 

1Rab61 ·oole:i a la vacuola Gallwitz, 1996. 

YPT7 ? Transporte en la vía Wichmann et al, 1992; Schimmol1er 

(Rab7) endocítica tardía,fusión and Riezman, 1993; Mayer and 

l10111uiíoica de vacuoias. Wickner, 1997. 

Rabi A, Compartimento Transporte de] RE al Golgi e Saraste et al, 1995; Tisda1e et al, 

RablB intermedio cis-Golgi intra-Golgi 1992; Nuoffer et al, 1994; Plutner et 

al, J 992; Pind et al, 1994; Wilson et 

al 1994. 
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Rab2 Compartimento Transporte del RE al Golgi Tisdale et al, 1992; Chavrier et al, 
intermedio e is-Gol i;ri 1990 

Rab3A Vesículas sinápticas, Exocitosis regulada en Darchen e1 al, 1990; Fischer von 
granulos secretores neuronas y células neuro-- Mollard et al, 1990; Holz et al, 

endócrinas 1994· Johannes et al, 1994. 
Rab3B Vesículas sinápticas? Regulan la exocitosis en Lledo et al, 1993; Weber et al, 1994. 

Uniones de células neuronas? 

epiteliales polarizadas 

? 
Rab3C Vesiculas sinánticas Similar a Rab3A? Fischer von Mollard et al, 1994. 
Rab4A, Endosornas tempranos Reciclaje de endosomas Van der Sluijs et al, 1992. 
Rab4B tempranos a la membrana 

vlasrnática. 
Rab5A, Membrana plasmática, Transporte de la membrana Chavrier et al, 1990; Gorvel et al, 
Rab5B, vesículas cubiertas de plasmática a endosomas 1991 
Rab5C Clatrina, endosomas tempranos, fusión de Bucci et al, 1992;Li and Stahl, 1993; 

tempranos endosomas tempranos. Stenmark et al, 1994; Horiuchi et al, 

1995. 

Rab6 MediaVtrans-Golgi TGN Transporte retrógrado intra- Goud et al, 1990; Antony et al, 

Golgi? 1992; Deretic and Papennaster, 

1993; Jasmin et al, 1992; Tixier-

Vidal et al, 1993; Martinez et al, 

1997. 

Rab7 Endosomas tardíos Transporte de endomas Chavier et al, 1990; Papini et al, 

tempranos a tardíos y de 1997. 

endosomas tardíos a lisosoma. 

Rab8 Vesículas basolaterales Transporte en células del Huber et al, 1993; Peranen et al, 
post-Golgi, uniones en TGN a la Membrana 1996. 
células nolarizadas nlasmática basolateral 

Rab9 Endosomas tardíos, TGN Transporte del endosoma Lombardi et al, 1993; Riederer et al, 
tardío al TGN 1994. 

Rabi O Vesículas Golgi y post- ? Ch en et al, 1993. 

Gol•i 

Rabi 1 TGN, endosomas Transporte a través de Urbe et al, 1993; Ulrich et al, 1996: 

reciclados, vesículas post- endosomas reciclados, 

Gol2i endosomas al TGN? 

Rabl2 Comoleio de Gol2i? ? Olkkonen et al. 1993. 

Rabl3 Uniones en células ? Zahraoui et al, 1994. 

eniteliales nolarizadas 

Rabl7 Membrana plasmática Transcitosis? Lutcke et al, 1993. 

basolateral en células 

epiteliales, endosomas 

anicales 

Rab24 RE, cis-Golgi, endosornas ? Olkkonen et al, 1993. 

tardío~ 

R.::ib?? Céh_i!¡:¡s r~ti!1~!~s ? s~abra e! C!! J995. 

Tabla 2. Localización y función de las proteínas Rab en levadura y en mamífero. [Tornada de Martínez O. y Goud B. 

Biochimica et Biophysica Acta 1404 (1998) JOl-112]. 
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1.4.1.2 Ciclo de las proteínas Rab. 

Como otras GTPasas, las proteínas Rab ciclan entre una forma inactiva 
(unidas a GDP) y una forma activa (unidas a GTP). La reacción de intercambio de 
GDP por GTP es catalizada por proteínas conocidas como GEF (factor 
intercambiador de GDP) y se lleva a cabo cuando la proteína Rab está asociada a 

membrana. La actividad GTPasa intrínseca de las proteínas Rab es muy baja, por 
lo requiere de una proteína activadora GAP (proteína activadora de la actividad 
GTPasa) para estimular la hidrólisis del GTP [Martinez and Goud, 1998]. 

El ciclo funcional propuesto para las proteínas Rab se ilustra en la Figura 2. 
De manera simplificada, el modelo postula que la proteína Rab se asocia con la 
vesícula de transporte naciente del compartimento donador, se desplaza hacia el 
compartimento aceptor en donde toman lugar el "docking" y la fusión, y 
finalmente es reciclada hacia la membrana donadora por medio de intermediarios 
citosólicos. 

En el citosol, las proteínas Rab son mantenidas en su conformación inactiva 
(unidas a GDP) por su asociación con GDI (inhibidor de la disociación de GDP). 

Después de que las proteínas Rab han sido post-traduccionalmente preniladas, se 
unen a la proteína GDI formando un complejo Rab-GDP/GDI. La proteína GDI 
impide la disociación del GDP y actúa como chaperona acompañando a la proteína 
Rab hacia su compartimento donador. En el compartimento donador GDI es 
liberada del complejo Rab-GDP/GDI por la interacción con la proteína GDF 
(factor de desplazamiento de GDI). El siguiente paso es la activación de la 
proteína Rab por el intercambio del GDP por GTP, catalizado por la proteína GEF 
(factor intercambiador de GDP). La activación de la proteína Rab es necesaria 

para su asociación con proteínas efectoras, tales como Rabphilina, Rabaptina-5 y 
serin-treonin kinasas que aseguran la fusión de la vesícula con su membrana 
blanco correcta. En su forma activa, la proteína Rab-GTP transporta a la vesícula 
proveniente del compartimento donador hacia su compartimento aceptor. Una vez 
establecido el contacto entre la vesícula y la membrana aceptora ("docking"), la 

proteína Rab-GTP interactúa con GAP, lo que activa la capacidad hidrolítica 
(GTPasa intrínsica) de la proteína Rab, convirtiendo el GTP en GDP. El ciclo de 
las proteínas Rab se cierra cuando GDI remueve a la proteína Rab-GDP de la 
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Ciclo de las proteínas Rabs 

Rab-GTP • • 

Tran:~port!! 
vesí'cula • • • •. 

ll e p 

GD'.., •• • • Rab-GDP 
-""""' 

GDI 

Figura 2. En amarillo se ilustra la proteína Rab. Las proteínas reguladoras del ciclo se 
muestran en la figura. 
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Figura 3. Muestra los elementos estructurales de la proteína ras, la 
localización de los motivos de unión a GTP se muestran en la Figura. 
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. 
vesícula en proceso de fusión con el compartimento aceptor formando nuevamente 
el complejo Rab-GDP/GDI que recicla a la proteína Rab para que inicie 
nuevamente el ciclo. 

1.4.1.3 Dominios conservados. 

Todos los miembros de la superfamilia de las proteínas G, muestran un 
cuerpo estructural común, ejemplificado por la proteína p21 ras. La secuencia de 
las regiones de unión a GTP se encuentra muy conservada, lo cual sugiere un 
origen evolutivo común para estas proteínas. El sitio de unión a GTP de las 
GTPasas pequeñas esta formado por 4 motivos: el motivo G-1 (GXXXXGKS/T), 
ubicado en la cadena ~ 1 y la hélice a 1, une los fosfatos a y ~ del nucleótido 
guanidina (ver Figura 3); el motivo G-2 (WDTAGQE) se ubica en el amino 

terminal de la hélice a2, funciona como subsitio de unión de Mg2+ y el fosfato y 
de GTP; el motivo G-3 (NKXD), une la cadena ~5 y la hélice a4, reconoce el 

anillo de guanina; y el motivo G-4 (EXSAK/L), se localiza entre la cadena ~6 y la 
hélice a5, reforzando el reconocimiento de la base guanina [Sprang, 1997]. Otro 
elemento estructural importante es el loop efector localizado entre la hélice al y la 

cadena ~2; forma parte del sitio de unión a Mg2+ y ha sido implicado como sitio 
de unión de proteínas efectoras tales como inhibidores o activadores y de la 
proteína GAP. [Marshall, 1993]. 

Recientemente, se reportó el análisis de la secuencia primaria de las 
proteínas Rab de mamífero conocidas hasta la fecha [Pereira-Leal and Seabra, 
2000], en donde se proponen 5 regiones altamente conservadas, exclusivas entre 
las proteínas Rab que las diferencían de otras GTPasas pequeñas. Los motivos son 
RabFl (IGVDF), RabF2 (KLQPW), RabF3 (RFRSIT), RabF4 (YYRGA) y RabF5 
(LVYDIT). Estos motivos se encuentran muy cercanos, pero no se sobrelapan, a 
los motivos de unión a GTP. 

1.4.1.4 Prenilación. 

La prenilación de proteínas es definida como la reacción enzimática que 
realiza la unión covalente, a través de enlaces tio-eter, de grupos isoprenoides a 
residuos cisteína presentes en el carboxilo terminal de la proteína a modificar. Los 
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grupos isoprenoides pueden ser de dos tipos, famesilo C 15 o geranilgeranilo C20 
[Seabra, 1998]. La prenilación es una modificación esencial para el 
funcionamiento de la proteína modificada, debido a que se requiere para su 
asociación a membranas y para la formación de interacciones específicas proteína
proteína. 

Las proteínas Rab contienen dos residuos cisteína en o cerca del carboxilo 
terminal presentes en motivos tales como XXCC, XCXC o CCXX, Ambos 
residuos cisteína son modificados por la adición de grupos C-20 geranilgeranilo 
(GG) en una reacción catalizada por una Rab GGTasa ó GGTasa-II (Rab 
geranylgeranyl transferasa). Esta enzima es un heterodímero compuesto de una 

subunidad a de 60 kDa y una subunidad ~de 38 kDa [Seabra and Shen, 1996]. La 

Rab GGTasa es única entre las prenyl transferasas ya que es incapaz de catalizar la 
reacción por sí sola, requiere de un componente adicional llamado "Rab escort 
protein" ó REP. REP se une a la proteína Rab no prenilada, la presenta a la Rab 
GGTasa y cataliza la geranilgeranilación en los resíduos cisteína. Después de la 
geranilación, REP permanece unida a la proteína Rab. La proteína GDI se une al 
complejo Rab/REP formando un nuevo complejo llamado Rab-GDP/REP/GDI. 
Las proteínas GDI y REP son liberadas cuando la proteína Rab interactua con su 
compartimento donador, la proteína Rab continúa su ciclo mientras GDI y REP 
son recicladas al citosol [Alexandrov et al, 1994]. 

La doble prenilación de las proteínas Rab es una característica única entre 
las proteínas preniladas. Una excepción a la digeranilación son las proteínas Rab8 
y Rabl3 de mamífero; estas proteínas son monogeraniladas ya que contienen sólo 
un residuo cisteína en un motivo CAAX y son modificadas por la geranylgeranyl 
transferasa tipo 1, en ausencia de la proteína REP [Wilson et al, 1998]. 

La proteína Rab geranilada es mucho más hidrofóbica que otras proteínas 
preniladas, lo que explica por qué la proteína Rab prenilada requiere de una 
proteína REP que actúa como chaperona presentando la proteína Rab a la GGTasa 
y la escolta a la membrana celular después de la modificación [Seabra, 1998]. 
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1.4.1.5 Interacciones Rab-SNARE y el tráfico vesicular. 

A lo largo del tráfico vesicular entre los organelos de las vías secretoria y 
endocítica, la especificidad de los eventos de formación, transporte y fusión de 
vesículas a membranas debe ser cuidadosamente regulada, para evitar eventos 
inapropiados de fusión que pudieran repercutir en la organización de las 
membranas dentro de la célula. La hipótesis SNARE (Soluble N-ethylmaleimide
sensitive factor receptor) del inglés , propuesta por primera vez por Sollner et al 

(1993 ), establece que cada vesícula de transporte contiene en su superficie una 
proteína o vari.15 proteínas integrales de membrana (v-SNARE) que especifican la 
membrana blanco o "target". Las membranas blanco poseen la contraparte 
(proteínas t-SNARE) que, al interactuar con las v-SNARE forman un complejo 
llamado SNARE que permite que se lleve a cabo el evento de fusión [Pfeffer, 
1996]. 

Además de las SNARE, se requieren de otras proteínas para las etapas de 
"docking" y fusión. Estas proteínas caen dentro de dos clases: factores de una 
etapa específica de transporte y factores generales. En el primer grupo se incluye a 
las proteínas Rab cuya función es necesaria para la formación del complejo 
SNARE. Las proteínas Rab reclutan factores específicos de "docking" que 
facilitan la interacción de las proteínas v- y t-SNARE [Brennwald et al, 1994]. 
Entre los factores específicos ha sido caracterizada una nueva clase de proteínas 
llamadas Velero; su función es incrementar la eficiencia del "docking" vesicular. 
Entre los factores generales se encuentran NSF (del inglés N-ethylmaleimide

sensitive factor; Sec l 8p en levadura), y a-SNAP (a-soluble NSF-attachment 

protein, Secl 7p en levadura), las cuales actúan para desensamblar el complejo v- y 
t-SNARE antes de la fusión a membrana, ver Figura 4. 

El complejo SNARE no permanece apareado todo el tiempo, es un proceso 

regulado. Existe una serie de proteínas que bloquean la accesibilidad de las 
proteínas v- y t-SNARE. Para que se pueda llevar a cabo el apareamiento se 
requiere de la liberación de las proteínas que hloquean el complejo y de ca.-nbios 

conformacionales. La proteína Seclp, identificada en levadura, protege el sitio t
SNARE hasta que la v-SNARE en la vesícula llega para formar el complejo 
SNARE [Novick et al, 1980, 1981). De la misma forma que t-SNARE, el sitio 
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Eventos de "Docking" en el Transporte Vesicular 

t:o 
-SNARE '(),:•b-GTP 

- ~ Velero 

Seclp 

~ Velero t-SNARE 

Des protección 

ío 
' 

"Docking" 

Figura 4. Modelo sugerido de "docking" vesicular. La proteína Rab-GTP recluta a 
los factores Velero del citosol, estos factores aumentan la eficiencia del "docking" 
vesicular. La proteína Seclp protege al t-SNARE; al interaccionar con la proteína 
Rab y los factores Velero, desprotege el sitio permitiendo la formación del complejo 
SNARE. 



v-SNARE también es protegido, las proteínas VAM ("vesicle-associated 

membrane protein") son las encargadas de esta función [Calakos and Scheller, 
1994]. 

1.5 Sec4p y Rab8. 

Sec4p fue Ja primera GTPasa pequeña en ser implicada en el transporte. 
vesicular [Salminen and Novick, 1987]. El gene SEC4 fue identificado en un 

tamizado de mutantes de levadura termosensibles defectivas en Ja secreción de 
proteínas [Novick et al, 1980]. La mutante sec4-8 bloquea el transporte de 

proteína del aparato de Golgi a Ja superficie celular, pero no afecta el transporte en 

etapas más tempranas. La contraparte de Sec4p en mamífero es Rab8, estas 

proteínas presentan un alto porcentaje de identidad con las proteínas YPTl de 
Saccharomyces cerevisiae, YPT2 de Saccharomyces pombe y SAS 1 y SAS2 de 

Dictyostelium discoideum [Rothblatt et al, 1994]. La caracterización de Rab8 en 

células de mamífero se ha visto facilitada por experimentos de competencia 
funcional con péptidos sintéticos de secuencia específica y en experimentos de 
inhibición de la expresión del gene rab8 con oligonucleótidos anti sentido (de 
secuencia específica del gene rab8). Los estudios antes mencionados indican que 

Sec4p/Rab8 juega un papel importante en la regulación del tráfico vesicular del 

trans-Golgi hacia Ja membrana plasmática [Hubert et al, 1993; Walworth et al, 

1989]. 

La localización de Sec4p/Rab8 ha sido estudiada por métodos de 

inmunofluorescencia en microscopía confocal, inmunomicroscopía electrónica y 

fraccionamiento subcelular. La proteína se ha detectado soluble en el citoplasma, 

asociada a vesículas secretoras y asociada a la membrana plasmática [Hubert et al, 

1993; Novick et al, 1981]. Por otro lado, se ha demostrado que en S. cerevisiae, 

Sec4p realiza un ciclo, en el cual la proteína Sec4p localizada en el trans-Golgi se 
une a vesículas recién formadas; posteriormente, las vesículas se fusionan con la 

membrana plasmática y entonces Sec4p es liberada y para ser reciclada al trans

Golgi a través del citoplasma y unirse ~ n11evas '.'esículas formadas [f'erro-l'~ovick 

and Novick, 1993]. 
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1.6 Entamoeba histolytica como modelo de estudio. 

1.6.1 La amibiasis. 

La amibiasis es una infección humana causada por el protozoario parásito 
Entamoeba histolytica. La forma motil del parásito, el trofozoito, usualmente vive 
como comensal en el lumen del intestino grueso, en donde se multiplica y 

diferencía en quiste, la forma infectiva, responsable de la transmisión de la 
infección. La forma más común de manifestaciones sintomáticas son la disentería 
y la diarrea, las cuales se presentan cuando E. histolytica invade la mucosa 
intestinal; en algunos casos, puede llegarse a complicaciones fatales como lesiones 
extraintestinales, principalmente abcesos hepáticos que si no son diagnosticados y 

tratados a tiempo pueden ser letales [Sepúlveda and Martínez-Palomo, 1984]. 

1.6.2 Distribución global de Ja amibiasis. 

La amibiasis es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en 
el mundo. Ha sido estimado que el 10% de la población global está infectada, y es 
la tercera causa de muerte por parásitos después de la malaria y la schistosomiasis 
[Walsh, 1986]. Esta enfermedad está ampliamente distribuida en el mundo y 
representa un gran problema social y de salud en países en vías de desarrollo, 
particularmente en Asia, Africa y America Latina, en donde las condiciones 
sanitarias inadecuadas y la presencia de cepas virulentas de E. histolytica se 
combinan sosteniendo una alta incidencia de la infección [Martínes-Palomo, 
1988]. En México, la amibiasis ocupa el primer orden de mortalidad por parásitos. 
Entre un 20 y 25% de la población podría estar infectada, de los cuales más del 
8% ha sufrido por lo menos un episodio de amibiasis invasora como se determinó 
por ensayos de hemaglutinación indirecta en la última encuesta 
seroepidemiológica nacional [Caballero et al, 1994]. El estudio realizado sobre 
casi 70,000 sueros provenientes de toda la República Mexicana sugiere, con 
respecto a la anterior encuesta nacional [Gutierrez et al, 976], que la incidencia de 
amibiasis invasora se incrementó en las últimas rlos décadas en más de! 2%. Sin 
embargo, y debido al desarrollo de tratamientos más eficaces, el nivel de 

mortalidad debido al parásito a disminuido significativamente, aun cuando los 
niveles de morbilidad se siguen manteniendo. 
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En las últimas décadas ha surgido la necesidad de estudiar los aspectos 
básicos de la hiología del parásito. Los detalles de su maquinaria de tráfico de 
proteínas y tráfico vesicular está pobremente estudiado, por lo cual, el desarrollo 
de técnicas de biología molecular ofrece una alternativa valiosa para estudiar 
diversos aspectos de la fisiología y biología celular amibiana dificiles de abordar 
por otras técnicas. 

1.7 Características de Entamoeba histolytica. 

1.7.1 La célula. 

Entamoeba histolytica es un eucariote unicelular morfológicamente 
simple, con una organización citoplásmica elemental (presencia de núcleos, 
vacuolas y numerosas vesículas). Su reproducción es asexual, se reproduce por 
fisión nuclear, seguida de división del citoplasma a lo largo en dos partes 
aproximadamente iguales. Su ciclo de vida comprende principalmente dos 
estadios: el trofozoito (forma invasiva) y el quiste (forma infectiva); el hombre es 
su único hospedero definitivo y carece de hospederos intermediarios. En Ja Figura 
5 se ilustra el ciclo de vida de E. histolytica. 

El trofozoito es una forma altamente dinámica que mide entre 1 O y 40 µm. 

Las estructuras más notables en su citoplasma son el núcleo, numerosas vacuolas y 
pequeñas vesículas. No hay evidencia morfológica de algunas estructuras típicas 
en eucariotes, como son: citoesqueleto estructurado, mitocondria, peroxisomas y 
un sistema membranoso equivalente a complejo de Golgi y retículo endoplásmico 
(RE) de eucariotes superiores, en el mejor de los casos se ha visto pobremente 
desairo11ado [Maitínez-Palomo, 1986). El desplazamiento lo lleva a cabo mediante 
pseudópodos y filopodios, y al desplazarse presenta en la parte posterior una 
región denominada uroide. El trofozoito se desprende de moléculas que 
interaccionan con proteínas de su superficie, como son los anticuerpos, 
envolviéndolas en la membrana y llevandolas al uroide; este fenómeno conocido 
como "capping11 constituye uno de los principales meca..~ismos de evasión de ia 
respuesta inmune con que cuenta el trofozoito de E. histolytica [Arhets et al, 

1995). 
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Ciclo de vida de Entamoeba histolytica 
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Figura S. En la figura se indican las diferentes etapas del 
ciclo de vida de la amiba. En el inciso d se indican las 
diferentes formas de la infección que pueden ser adquiridas 
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El quiste es un cuerpo redondo de paredes gruesas, mide entre 8 y 20 µm de 

diámetro y dependiendo de su estado de madurez puede presentar entre 1 y 4 
núcleos. La principal característica estructural del quiste es la presencia de una 
capa de recubrimiento de quitina que le ·confiere al parásito resistencia al medio 
ambiente y a la acción ácida de los jugos gástricos durante su paso por el 
estómago [Martínez-Palomo, 1986). 

Desde un punto de vista bioquímico, el trofozoito presenta un metabolismo 
anaeróbico que se desvía, de manera importante, de los eucariotes más complejos. 
Por ejemplo, carece de hemoproteínas, glutatión, ciclo de Krebs y la vía colateral 
de las pentosas y su glicólisis no están reguladas alostéricamente. Con respecto a 
su vía secretoria, ha sido reportado que el trofozoito secreta activamente una 
variedad de proteínas, algunas de ellas involucradas directamente en el daño 
tisular al hospt"dero. Las proteínas de membrana plasmática, tales como la lectina 
Gal/Gal-Nac, así como otros componentes como los factores de virulencia 
localizados en vacuolas y lisosomas [McLaughlin and Aley, 1985) o en gránulos 
electrodensos [Muñoz et al, 1990) están involucrados en la patogénesis de la 
amiba. 

Para caracterizar la maquinaria de secreción de E. histolytica dentro de un 
contexto evolutivo, nuestro grupo ha clonado y caracterizado genes amibianos 
cuyos productos son característicos de compartimentos de la vía secretora de 
eucariotes superiores. En el laboratorio se han clonado dos genes relacionados a la 

translocación de proteínas nacientes al RE: SRP54 [Ramos et al, 1997) y la 
subunidad SEC61 alfa [B. Siminovich, Tesis de maestría, 1999). SRP54 es un 
componente del complejo Partícula de Reconocimiento de Señal, mientras Sec6lp 
alfa· es una ·proteína integral del poro de translocación al RE. También se ha 
clonado un gene homólogo a la proteína disulfuro isomerasa (PDI), la cual es 
necesaria para el folding apropiado de proteínas en el RE (dato no publicado), y un 
homólogo de STT3, una oligosacaril transferasa residente del lumen RE (dato no 
publicado). Igualmente, un marcador del cis-Golgi, el receptor ERD2, responsable 
de la captura de las proteínas residentes de! lumen de! RE que escapan ai Goigi, ha 

sido caracterizado en el laboratorio (Sanchez-Lopez et al, 1998). Por último, 
contamos con un marcador de transporte vesicular homólogo a Rab8 descrito en 
esta tesis. Los datos obtenidos en el laboratorio junto con otros marcadores 
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reportados por otros grupos sugieren la existencia de equivalentes funcionales de 
compartimentos secretores tipo RE y Golgi en trofozoitos de amiba. 

1.7.2 El genoma amibiano. 

El núcleo del trofozoito es de 3-5 µm de diámetro. Durante la división 
nuclear la membrana nuclear permanece intacta por lo que la condensación 
cromosoma) no es evidente [Meza et al, 1990]. La cromatina muestra una 
estructura típica de cuentas de rosario y está parcialmente organizada en partículas 
similares a nucleosomas [Torres-Guerrero et al, 1991; Foringer et al, 1993]. 

El genoma de E. histolytica tiene un bajo contenido en G+C (24%) y está 
compuesto de cromosomas lineales y de moléculas circulares (plásmidos). Los 
genes rRNA estan localizados en moléculas de DNAs circulares 
extracromosomales. La estimación del tamaño del genoma por diferentes métodos 
ha fallado en la obtención de valores comparativos debido a la complejidad del 
organismo: un incierto nivel de ploidia, presencia de células multinucleadas y un 
ciclo de división celular pobremente marcado [Bhattachrya et al, 2000]. La 
mayoría de los genes reportados en amiba, carecen de intrones y aquéllos 
identificados a la fecha son pequeños (menos de 100 nucleótidos). Los intrones de 
amiba muestran los elementos consenso de intrones de eucariotes, tales como las 
secuencias GU y AG localizadas en los sitios de "splicing" [Bhattachrya et al, 

2000]. Las secuencias codificantes son ricas en A+T, especialmente en la tercera 
posición del codón. Las regiones intergénicas así como las regiones no traducidas 
5' y 3' que flanquean los genes estructurales son usualmente cortas en comparación 
con el genoma de los eucariotes superiOres. De igual forma, las secuencias 
reguladoras del inicio (ATTCA o ATCA) y término (T AA/TTT) de la 
transcripción, así como la secuencia tipo caja TATA (TATTTAAA) localizada 
comúnmente a 30 pb río arriba del inicio de la transcripción, difieren de las 
secuencias consenso de los genes de eucariotes [Bruchhaus et al, 1993]. 
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1.7.3 Patogenicidad y mecanismo de invasión. 

Diversos estudios han demostrado que la amiba coloniza el intestino grueso 
del hombre a través de un proceso activo de adherencia a la mucosa colónica e 
invasión del epitelio intestinal. Este proceso combina la habilidad motriz de la 
amiba para ponerse en íntimo contacto con la célula blanco y la participación de 

moléculas de superficie y de secreción que estabilizan la interacción. Entre las 
moléculas identificadas podemos citar la Iectina Gal/GalNAc mediante la cuál la 
amiba se adhiere a las células del intestino del hospedero [Braga et al, 1992], las 
cisteín proteasas que degradan la matrix extracelular facilitando la invasión del 
trofozoito [Stanley et al, 1995] y otras moléculas líticas como fosfolipasas y 
péptidos formadores de poro o amebaporo [Ravdin, 1986; Leippe et al, 1991]. La 
actividad citolítica de la amiba no se puede ver como un factor individual sino 
como el resulte.do de una combinación de toxinas y enzimas liberadas, la motilidad 
activa del parásito, una particular actividad fagocítica y una eficiente maquinaria 
citoplásmica que degrada rápidamente los componentes extracelulares que ingiere 
[Martínez-Palomo, 1986]. 

1.8 Justificación del proyecto. 

Las GTPasas pequeñas son proteínas altamente conservadas, desde 
mamíferos hasta levaduras; en parásitos también han sido identificados homólogos 
de estas proteínas. En los últimos años su estudio ha adquirido especial interés 
debido a la utilidad potencial de estas proteínas como herramienta para la 
manipulación de la vía de señalización, ciclo celular, citoesqueleto y tráfico de 
proteínas. De particular interés para varios laboratorios que trabajan en parásitos 
han sido las proteínas Rab, debido a que estas GTPasas están asociadas con pasos 
específicos del transporte vesicular a lo largo de la vía secretoria y endocítica, y de 
ahí su importancia como marcadores moleculares de estructuras subcelulares en 

estudios morfológicos y bioquímicos. 

En el laboratorio del Dr. Alagón nos hemos enfocado en el desarrollo de 
herramientas moleculares para el estudio de la biología molecular y celular de la 
ruta secretoria de este protozoario. De este modo, se han identificado marcadores 

moleculares de posibles compartimentos celulares tipo RE, aparato de Golgi y 
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vesículas de transporte terminales. Igualmente, se han desarrollado metodologías 

orientadas hacia la transfección estable de trofozoitos de amiba, la expresión de 

proteínas recombinantes en este parásito, el análisis de la distribución celular de 
proteínas y el estudio de la regulación de la ruta secretoria. El conocimiento 

generado puede contribuir al entendimiento de las relaciones parásito-hospedero y 

al desarrollo de métodos de diagnóstico más efectivos, terapias y herramientas 

profilácticas. Dadas las características que presenta la amiba, una de las preguntas 

más interesantes a resolver es si este parásito contiene un sistema equivalente a la 

maquinaria de secreción existente en otros eucariotes y de qué manera se 
encuentra regulado. La respuesta a esta pregunta podría aportar elementos en el 

conocimiento del desarrollo filogenético de las estructuras y moléculas que 

participan en el tráfico de proteínas. 
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11 OBJETIVOS 

Objetivo General 

• Obtención, caracterización y expresión del gene rab8 de Entamoeba 

histolytica. 

Objetivos Particulares 

• Identificar y aislar el gene rab8 de E. histolytica. 

• Realizar estudios comparativos entre la secuencia obtenida y secuencias del 
mismo gene en otras especies reportadas. 

• Determinar el número de copias del gene rab8 presentes en el genoma de E. 
histolytica. 

• Caracterizar la expresión del gene rab8 en amiba. 

• Expresar la proteína recombinante His-EhRab8 y obtener anticuerpos 

policlonales contra la fusión. 

• Citolocalizar la proteína Rab8 en amiba. 
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111 MATERIALES Y ME TODOS 

3.1 Buffers y Soluciones. 

3.1.1 Para extracción y análisis de DNA. 

- TBE IOX: Tris-HCI 89mM pH 8.3, ácido bórico 89 mM, EDTA 2mM 

- T AE IX: Tris-HCI 40mM, ácido acético glacial 30mM, EDT A 1 mM 
-TE IOX: Tris-HCI IOmM, EDTA lmM 

-TE-Sacarosa-Lisozima: Tris-HCI 25mM, EDTA IOmM, sacarosa 25mM, 
lisozima 5mg/ml. 

- Solución de lisis plásmidos: NaOH 0.2 N; SDS 1 % 
- Nonidet P-40 10% 

- Sacarosa: Sacarosa 1 M, Tris-HCI 10 mM pH 8, KCI 24 mM, MgCl2 10 mM 

- CHCh: Alcohol Isoamílico (24:1) (Sevag) 

- Fenol: CHCh: Alcohol Isoamílico (25:24:1) (Fenol/Sevag) 

- Bromuro de Etidio: a 10 mg/ml en agua bidestilada 

- SSC 20X: NaCI 3M, Citrato de sodio 0.3M pH 7 

- Denhardt's 50X: Ficoll 1 %, polivinilpirrolidona 1 %, BSA 1 % 

3.1.2 Para extracción y análisis de RNA. 

*Trizo! (GIBCO -BRL) 

* H20-DEPC 

* MOPS IOX: MOPS 250mM pH 7, acetato de sodio 50 mM, EDTA 10 mM 

*Buffer de carga: MOPS IOX, forrnamida desionizada, forrnaldehído. 

3.1.3 Para geles de proteínas. 

- Solución de acrilamida: acrilamida 30%, bis-acrilamida 0.8% 

- Buffer separador: Tris 1.5 M, SDS 0.4% ajustar pH 8.8 

- Buffer concentrador: Tris 0.5 M, SOS 0.4% ajustar pH 6.8 

- Buffer de cargado 2X: glicerol 10%, SOS 2.5%, Tris-HCI 50mM pH 6.8, 2-

µ .Mercaptoetanoi 5%, azul de bromofenol 0.002% 
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3.2 Cepas utilizadas. 

- Se utilizaron trofozoitos de la cepa HK9 de Entamoeba histolytica cultivados en 
condiciones axénicas en el medio BI-S-33 a 37º C. (Diamond et al, 1978). 

- Se utilizó la cepa XL 1 Blue de E. coli para las clonaciones realizadas y para la 
expresión de la proteína His-EhRab8. 

3.3 Medios de Cultivo. 

LB 
Para crecimiento de E.coli (base 1 L) 

NaCl 10 g 

Bactotriptona 1 O g 

Extracto de levadura 5 g 

Bacto-agar (en caso de medio sólido) 15 g 
Autoclavear 20 min. a 120° C. 

BI-S-33 [Diamond et al, 1978] 
Para cultivo de amibas 
Peptona de Bictriptasa 

Dextrosa 

NaCl 

KH2P04 
K1HP04 

L.cisteína hidroclorada 

Acido ascórbico 

Citrato de amonio fénico 

3.65% 
1.21% 

1.243% 

0.073% 
0.121% 

0.121 % 

0.024% 

0.0057% 

Después de esterilizar se adiciona 15% de suero de ternera (inactivado) y 3% de 
vitaminas-Tween 80. 

NZY 

Para tamizado y escisión de fagémidos. 

NaCi 5 g 
MgS04 5 g 

Ext. Levadura 5 g 

Peptona de Caseína 1 O g 
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Agar (medio sólido) 15 g 
Agar suave 1.4 g 

3.4 Plásmidos utilizados. 

pBSSK (pBluescript SK- Stratagene) Vector de 2958 pb utilizado en las 
clonaciones de DNA en E. coli, en general. 

pQE30 (QIAGEN) Vector de 3463 pb para expresión de proteínas en E. coli. 

3.5 Marcadores de peso molecular. 

Para DNA: marcadores de alto peso molecular /...-HindIII (Boehringer-Manheim, 

México). Tamaños en pb 23130, 9416, 6557, 4361, 2332, 2027, 564. 

Para proteínas: marcadores de alto peso molecular preteñidos (Amersham, 
Alemania) 

miosina 220 kDa, fosforilasa b 97.4 kDa, albúmina sérica bóvina 66 kDa, 
Ovoalbúmina 46 kDa, Anhidrasa carbónica 30 kDa, Inhibidor de tripsina 21.5 
kDa, lisozima 14.3 kDa. 

3.6 Oligonucleótidos utilizados en los experimentos referidos en esta tesis. 

Oligonucleótidos universales de pBSSK 
Oligo T3 5'-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3' 
Oligo T7 5'-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3' 

Oligo de T (Oligo AUAP-B) del Kit de 3' RACE de Gibco BRL modificado en el 
laboratorio con la adición de un sitio BamHI en el 3'. 

Oligo AUAP-B 

5'-GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTTGGATCC-3' 

Oligonucleótidos diseñados a partir de Ja secuencia de Ehrab8. 

Rab 8.1 5'-AAACTATTACTCATTGGAGAAAG-3' 

Rab 8.2 5'-CTTGATACAA TAGTTCT AAATCG-3' 

Rab 8.3 5'-CGATTTAGAACTATTGTATCAAG-3' 

Rab 8.4 5'-GCAGGGATCCTCGGAGAAGGATTCAACAA T-3' 
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Rab 8.5 5'-CCCAAAGCTTTT AACAACATCCAGTTGATTC-3' 

Rab 8.6 5'-GCAGGGATCCGCACGTGATGTT ATTC-3' 

3.7 Software utilizado. 
Oligo 4.0 

GeneWorks version 2.5.1 (lntelliGenetics, Inc.). 
Gene Construction Kit(tm) 
Adobe Photoshop(tm) 2.5.1 
EditView 1.0.1 

NIH/Object Image 1.62 f 

Voxel View (Vital Images, Inc) 

3.8 Cultivos celulares. 

Los trofozoitos de amibas se cultivaron en medio BI-S-33 a 37º C en tubos 
de 1 O mi de vidrio (Diamond et al, 1978). Se realizaron resiembras cada 48 horas 
para mantener las células en fase logarítmica. Para los cultivos en escala se 
utilizaron botellas de 200 mi conteniendo medio BI-S-33, las botellas se 

inocularon con 1X106 amibas y se crecieron a 37° C. 

3.9 Obtención de la secuencia completa del gene Ehrab8. 

3.9.1 Tamizado. 

Para aislar clonas positivas que contuvieran el gene EhRab8, se infectaron 

600 µl de bacterias XLI-Blue en MgS04 10 mM con 100µ1 de fagos (provenientes 

del banco genómico de Entamoeba histolytica, cepa HMI:IMSS, construído en 

AZapll por el Dr. Ruy Perez-Monfort del Instituto de Fisiología Celular de la 

UNAM) a 2 X 105 ufp/ml, se incubaron a 37º e por 15 min. Se adicionaron 8 mi de 

NZY-agar suave a 55° C, se dejó solidificar y se incubó a 37º C aproximadamente 

12 horas hasta la aparición de las placas líticas. Las placas se transfirieron a un 

filtro de nitrocelulosa por duplicado, 2 min el primer filtro y 4 min el segundo. Se 

desnaturalizaron los filtros utilizando una solución de NaCI 1.5 M + NaOH 0.5 N 
por 2 min y se neutralizaron utilizando una solución de NaCl 1.5 M + Tris-HCl 0.5 
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M pH 7.5 por 5 min. Se lavaron los filtros con Tris-HCI 0.2 M pH 7.5 + SSC 2 X 

durante 30 segundos y se secaron sobre papel absorbente por 2 horas. El DNA se 

fijó a un filtro a 80º C utilizando vacío durante 2 horas. Se prehibridaron los filtros 

en la solución de prehibridación a 42º C toda la noche. Se desnaturalizó la sonda 

radioactiva (1-2 x 106 cpm/ml) en presencia de ssDNA (IOOmg/ml) a 100° C/5 min 

y se agregó la sonda desnaturalizada a la solución de hibridación. Los filtros se 

hibridaron a 42 ºC durante toda la noche. Se lavaron los filtros 1 vez con 2X SET 

(NaCI 0.1 N, Tris-HCI 0.03 M, EDTA 2 mM) 30 mina temperatura ambiente, 3 
veces con 2X SETS (50 mi SET 20X, SDS 20%) 30 mina temperatura ambiente y 

1 vez a 50º C con 2X SETS/30 min. Por último se expusieron los filtros en cassette 
Phosphorlmager. 

3.9.2 Escisión del fagémido. 

Para la liberación del fagémido contenido en las clonas positivas del 

tamizado, se inocularon bacterias E. coli XLOLR en medio NZY y E.coli XLI
Blue en LB suplementado con maltosa 0.2% y MgS04 JO mM. Las células se 

incubaron toda la noche a 30º C. Se centrifugaron los cultivos a 1000 xg y se 
resuspendieron las células a una densidad óptica igual a 1.0 a 600 nm en MgS04 

1 O mM (aprox. 8 x 108 bact./ml). En un tubo falcon de 15 mi se agregaron: 200 µl 

de XLIBlue en MgS04 10 mM, 250 µJ de los fagos ( >! x 105 partículas de fagos) 

a escindir, 1 µI de fago helper ExAssist (>! x 106 ufp/µl) y se incubó a 37° C 

durante 15 min. Se agregaron 3 mi de medio NZY y se continuó la incubación a 

37º C por 3 horas mas con agitación. Después de la incubación se calentó el tubo a 

65-70° C durante 20 min y se centrifugó a 1000 xg durante 15 min. Se separó el 
sobrenadante en un tubo de 15 mi estéril (el sobrenadante contiene el fagémido 
pBluescript-inserto escindido y empacado como partículas de fago filamentoso). 

Se guardó a 4º C. Para el plaqueo de los fagémidos escindidos, se pusieron 200 µI 

de células XLOLR en 2 tubos eppendorf de 1.5 mi, se agregaron 100 µI del 

sobrenadante con fagémidos escindidos a un tubo y 1 O µI al segundo, se incubó a 

37º C durante 15 min. Se agregaron 300 µI de medio NZY y se incubó a 37º C 

durante 45 min. Por último se olaauearon 200 ul en caias LB-Amnicilina í50 
A .0. 0 _, ... ' 

mg/ml) y se incubó toda la noche a 37º C. 
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3.9.3 Clonación, Transformación y Secuenciación. 

Las clonaciones se realizaron en el vector pBSSK (-), las condiciones de 
clonación fueron las siguientes: relación molar 1: 1 O de vector e inserto (1 mol de 

vector por 10 moles de inserto), buffer de ligación 1 X final, 1 µl T4 DNA ligasa 

(1 unidad/µl) y tH20 hasta un volumen total de 1 O µl, la reacción se dejó a 16º C 

toda la noche. Las transformaciones se llevaron a cabo por choque térmico: 100 µl 

de bacterias competentes XL 1 blue por 5 µl de reacción de ligación, las bacterias 

a transformar se pusieron en hielo 30 seg, se <lió el choque térmico a 37° C por 90 

seg y se adicionó 900 µl de medio SOC. Las células se recuperaron incubandolas 1 
ha 37° e con agitación. 

La secuenciación se llevó a cabo en un secuenciador automático ABI Prism 

(Perkin-Elmer, USA) utilizando primers específicos dentro de la secuencia del 
gene rab8 y primers universales Fw, Rv, T4 y T7 contenidos en el plásmido 
pBSSK (-). 

3.9.4 3' RACE. 

Preparación de cDNA. En un tubo eppendorf de 1.5 mi se agregaron 500 

ng de mRNA poly A(+), 10 pmoles de oligo (dT o específico) y se llevó a 12 µI 

con tH20-DEPC, se mezcló brevemente y se incubó 10 mina 70º C y después un 

min en hielo. Se agregaron los siguientes reactivos (reactivos RNAse free) 2 µl 

buffer PCR 10 X, 1 µl dNTP's 10 mM, 2 µl MgCh 25 mM, 2 µl DTT 0.1 M, se 

mezcló y se preincubó a 42º C por 5 min. Se agregó 1 µl de transcriptasa reversa 

(Superscript 11/BRL) y se incubó a 42º C por 50 min. Se inactivó la enzima a 70º C 

por 15 min. Se dejó el tubo en hielo un minuto y se agregó 1 µl de RNase H de 

E.coli por último se incubó a 37º C por 20 min. El cDNA se guardó a - 20º C. 

Amplificación por PCR. Como templado se utilizaron 3 µl cDNA en 25 µl 

de reacción, como primers se utilizaron un oligo específico dentro de la secuencia 

de EhRab8 (10 pmoles) y un oligo dT (10 pmoles), 5 µl buffer PCR 10 X, 3 p.! 

MgCh 25 mM, 1 µl dNTP's 10 mM, 0.5 µl Taq DNA polimerasa. Se mezclaron 

los componentes de la reacción y se amplificó por PCR. Las condiciones utilizadas 

para la amplificación fueron: 94º e 2 min; 35 ciclos de 94° e 1 min, 50° e 1 min, 
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72º C 1 min y 72º C 7 min. Se realizó una segunda amplificación utilizando como 

templado el producto obtenido de la la. amplificación, utilizando un oligo interno 

de la secuencia conocida de Ehrab8 y un oligo dT, se utilizaron las mismas 
condiciones de amplificación que en la reacción descrita anteriormente. 

3.9.5 5' RACE 

Pegado de etiqueta de G's al 5' del cDNA. Se tomaron 20 µI de cDNA y 

se llevaron a 75 µl con tH20, se agregaron 3 µl de azul de bromofenol para seguir 

la reacción y se cargó la mezcla en una columna de Sephadex G5 (se puede usar 
una jeringa). La columna se centrifugó a 1000 xg por 2 min a temperatura 

ambiente, se colectó Ja fracción y se agregaron 100µ1 de tH20 a la columna. Se 

agregaron 50 µI de tH20 a la columna y se centrifugó nuevamente guardando la 

fracción. Se mezclaron las fracciones colectadas (aprox. 200 µI) y se concentraron 

con n-butanol (una extracción con 300 µI). Se precipitó en presencia de 3 µI de 

glicógeno (10 mg/ml), un décimo de vol. de NaOAc 3 M pH4.8 y 2.5 vol etanol 
toda Ja noche a -20º C o 30 mina -70º C. 

Amplificación por PCR. Como templado se tomaron 3 µI de cDNA-dGn 

en 25 µI de reacción, como primers se utilizaron 10 pmoles de un oligo específico 

dentro de Ja secuencia de EhRab8 y un o ligo dC (15mer), 5 µI buffer PCR 1 O X, 3 

µI MgCh 25 mM, 1 µI dNTP's 10 mM, 0.5 µ1 Taq DNA polimerasa. Las 

condiciones de amplificación utilizadas fueron: 94° e 3 min; 30 ciclos de 94º e 1 

min, 42º C 1 min, 72º C 1 min y 72º C 7 min. Se realizó una re-amplificación 

utilizando como templado el producto obtenido de la amplificación por 5' RACE, 

un oligo interno de la secuencia conocida de E hrab8 y un o ligo dC 15, las 
condiciones de amplificación utilizadas fueron: 94º e 3 min; 30 ciclos de 94º e 1 
min, 50° e 1 min, 72º e 1 min y 72° e 7 min. 

3.10 Extracción de DNA total amibiano por gradiente de Sacarosa. 

Cultivo y aislamiento de amibas. Las amibas se crecieron hasta fase logarítmica 

(aproximadamente 48 hrs utilizando un inóculo de 1 X 106 amibas en 200 mi de 

cultivo). Se utilizaron 4 botellas con 200 mi de cultivo. Las botellas se pusieron en 

agua-hielo durante 1 O min y se agitaron frecuentemente para despegar las amibas 
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de las paredes de la botella. Se centrifugó en tubos "Corex" de 50 mi estériles a 
500 xg por 10 mina 4º C. Se eliminó casi todo el sobrenadante por vacio dejando 
solo un poco para resuspender las amibas. Se mezclaron las amibas de los 4 tubos 
Corex y se pasaron a un tubo Falcon de 50 mi, se lavaron con 50 mi de medio BI 
sin suero, se centrifugó a 500 xg por 1Omina4° C y se eliminó el sobrenadante. 

Lisis de los trofozoitos. Se añadió 1 mi de buffer de lisis frío a la pastilla de 
amibas, se resuspendió suavemente y se agregó a la pastilla 150 µ! de 10% 

Nonidet P-40, se agitó 30 seg. Se observaron los núcleos de los trofozoitos lisados 
al microscopio para verificar la lisis. 

Lisis y digestión de los núcleos. En un tubo Corex de 30 mi se preparó un 
colchón de 1 O mi de sacarosa 1 M, se enfrió en agua hielo y se aplicó a este tubo el 
lisado amibiano. Se centrifugó el tubo a 4º Ca 6 200 rpm por 12 min. Se removió 
el sobrenadante, removiendo primero el lisado amibiano y después el colchón de 
sacarosa. La pastilla de núcleos se resuspendió en 1 mi de buffer de lisis (Tris-HCI 
1 O mM pH 8, KCI 24 mM, MgCb 1 O mM, espermidina 0.6 mM, ácido iodoacético 
5 mM) y se aplicó a un tubo Corex de 15 mi que contenía 5 mi de sacarosa 1 M, se 
centrifugó a 6 200 rpm por 7 min y se removió el sobrenadante. La pastilla se 
resuspendió en 3 mi de buffer de digestión, se añadió 1 mg de Proteinasa K, se 
tapó el tubo con parafilm y se incubó a 3 7° e durante 1.5 hrs. 

Extracción del DNA. Se añadió al tubo que contiene los núcleos lisados 3 mi de 
fenol-cloroformo-isoamílico, se mezcló suavemente hasta lograr una suspensión 
homogénea. Se separaron las fases centrifugando a 4° C a 1500 xg por 1 O min. Se 
removió la fase acuosa con una pipeta Pasteur recortada y se transferió a un tubo 
Corex de 15 mi, se adicionaron 20 µ1 de RNAsa (10 mg/ml). Se repitió la 

extracción con fenol-cloroformo-isoamílico. La fase acuosa de la última 
extracción se transfirió a un tubo Corex de 15 mi (esta fase contiene el DNA). Al 
tubo se le añadió 1 mi de etanol frío para precipitar el DNA, se mezcló y 

centrifugó el tubo y se removió el sobrenadante. Al sobrenadante se le agregó 1 mi 
de etanol 70%, se invirtió 3 veces, se centrifugó y se removió el sobrenadante. Se 

repitió el lavado con 70% etanol, se eliminó el etanol y se añadió 400 µ! de TE 

estéril para disolver el DNA. 
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3.11 Ensayo fluorométrico para cuantificar DNA con YOPR0-1. 

Para el ensayo se preparó un stock de Yopro-1 a 1 mM en DMSO 1 :4 (PM: 
629) y se utilizaron placas: NUNC HRP de 96 pozos. Se hizo una dilución fresca 

de Y opro-1 a 1 µM con Buffer T AE 1 X. En cada pozo se agregaron los reactivos 

en el siguiente orden: buffer TEA IX, 45 µI de YOPR0-1 a 1 µM, muestra de 

DNA a cuantificar, el volúmen final de la reacción fué de 200 µI por pozo. Se 

midió la fluorescencia en el lector automático del Cytofluor 2300 usando las 
siguientes condiciones: placa NUNC HRP; Ex Filter: B 491 nm; Em Filter: B 509 
nm; Sensitivity: 4. 

Se hizo una curva estándar con cantidades conocidas del plásmido pBR328, 
con los datos se hizo una regresión lineal y se interpolaron los valores obtenidos 
de las muestras para conocer la cantidad de DNA presente en estas. 

3.12 Marcaje radioactivo de sonda. 

Para marcar la sonda se utilizó el protocolo propuesto por el Kit 
Multiprimer DNA labelling system de Amersham, para la reacción de 
radiomarcaje se utilizaron: 50 ng del fragmento a marcar, 4 µI dA TP, 4 µI dTTP, 

4µ1 dGTP, 5 µI buffer IOX, 5 µI BSA primer, 3 µI dCTP, 2 µI Klenow en un 

volumen final 50 µI ajustar con tH20. Se incubó a 37° C 30 min y después 30 min 

a temperatura ambiente. Se pasó la sonda marcada por una columna con Sephadex 
G-50 para quitar los nuclétidos que no se incorporaron. Se midió la radiactividad 
incorporada (cpm) y se calculó la actividad específica (cpm/µgr DNA). 

3.13 "Southern blot". 

Se utilizaron 15 µg de DNA genómico de amiba, se digirieron con las 

enzimas de restricción EcoRI, Spel, BamHI y Hindlll. Las digestiones se corrieron 
en un gel de agarosa. Se fotografió el gel poniendo una regla fluorescente junto al 
gel para ubicar la posición de las bandas. Se sumergió el gel en 250 mi de HC! 
0.25 M durante 20 min con agitación suave. Se desnaturalizó el gel en 250 mi de 
NaOH 0.4 M por 30 min. Se transfirió el gel toda la noche utilizando como buffer 

de transferencia NaOH 0.4 M. El filtro se lavó con 200 mi de NaOH 0.4 M por 10 
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min. Se neutralizó el filtro con 200 mi de solución de neutralización (Tris-HCI 0.2 

M pH 7.5-8.0, SSC O. IX, SDS 0.5%) por 10 min. Se secó la membrana a 

temperatura ambiente. El DNA se fijó a la membrana mediante un pulso en el 

Stratalinker. Se colocó el filtro en 30 mi de solución de prehibridación (formamida 

50%, SSC 5X, Denhardt's IX, SDS 0.25%) durante 4 hrs a 68º C. Se desnaturalizó 

la sonda a 100º C durante 5 min. Se hibridó el filtro en 30 mi de solución de 

hibridación más la sonda radioactiva desnaturalizada, durante toda la noche a 68º 

C. Se hicieron 2 lavados en 50 mi de SSC 2 X/ SDS 0.1 % durante 5 mina 

temperatura ambiente con agitación suave, 2 lavados en 50 mi de SSC 0.1 XI SDS 

0.1 % durante 15 minutos a 68º C con agitación suave. Se expuso el filtro en 

cassette Phosphorlmager. 

3.14 Extracción RNA total amibiano. 

Se utilizaron 8 botellas de amibas de 200 mi, se colectaron las amibas en 

medio BI a 1000 xg por 1 O min. Se eliminó el sobrenadante y se adicionó al 

precipitado 1 O mi de TRizol (5%), se lisaron las células con vórtex 1 min, se 

dejaron en trizo) por 6 hrs a 4º C. Se adicionaron 2 mi de CHCb. Se dejó 1 Omina 

temperatura ambiente. Se centrifugó a 12000 xg por 10 mina 4º C. Se separó el 

sobrenadante y se agregaron 5 mi de isopropanol, se mezcló por inversión y se 

dejó 10 mina temperatura ambiente. Se centrifugó a 12 000 xg por 10 mina 4° C, 

se lavó el precipitado con etanol al 75%, se eliminó el etanol y se disolvió en 2 mi 

de H20-DEPC. 

3.15 Preparación de RNA Poli A(+). 

Se resuspendieron 0.5 g de oligo dT-celulosa en 1 mi de NaOH 0.1 N. Se 

pasó la suspensión de oligo dT-celulosa a una columna BioRad de 10 mi y se lavó 

con 3 vol. de tH20-DEPC y 5 vol. IX Binding buffer-O.!% SDS para equilibrar. 

Se resuspendió el RNA en tH20-DEPC estéril y se desnaturalizó a 65º C por 15 

min. Se incubó el tubo en hielo un minuto y se agregó un vol. de Binding buffer 

2X -0.2% SDS. Se aplicó el RNA a la columna y se colectaron fracciones de 

aproximadamente 500 µ! (3-4 tubos). Se desnaturalizó el RNA de las fracciones 

colectadas a 65º C/15 min y se pusieron los tubos en hielo. Las fracciones de RNA 

desnaturalizado se aplicaron nuevamente a la columna y se colectaron fracciones 

de 1 mi (RNA Poli A-). Se lavó la columna con 10 vol. de IX Binding buffer-SDS 
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0.1 % y 5 vol de buffer de lavado. Se eluyó la columna con 5 vol de EDT A 2 mM 
y se colectaron fracciones de aproximadamente 500 µl (RNA Poli A+). Se leyó la 

densidad óptica de las fracciones colectadas a 260 nm. Se seleccionaron las 
fracciones de elución y se ajustó a una concentración final de LiCI 0.5 M-SDS 
0.1 % y se volvieron a pasar por la columna para aumentar su pureza. Por último 
se precipitaron las fracciones de RNA con etanol en presencia de 0.18 M de 

MgCh a -20º C. 

3.16 "Northern blot''. 

Se utilizó material esterilizado y horneado. El peine, la charola para el gel y 
el sistema de electroforesis se trató con NaOH 0.1 M durante toda la noche. Se 
preparó un gel de agarosa 1.2% / 2.2 M formaldehído, se fundió la agarosa y se 
dejó enfriar en un baño a 65º C durante 15 min. Se agregaron 34 mi de 
formaldehído (2.2 M) y se mezcló suavemente hasta homogeneidad. Las muestras 
de RNA se prepararon respetando el siguiente orden: Buffer de carga 30.4 µl, 
tH20-DEPC volumen final 40 µI, 1 µg de RNA, las muestras se desnaturalizaron a 

65° C/5 min, se pasaron a hielo y se agregó a cada muestras 3 µI de azul de 

bromofenol en formamida. Se cargó el gel inmediatamente y se corrió a 100-150 
V. Se lavó el gel en aproximadamente 200 mi de dH20-DEPC/40 min (2X). Se 
cortó el carril que contiene los marcadores de peso molecular y se tiñó con 50 µI 

de bromuro de etidio 10 mg/ml /acetato de amonio O.lM durante 45-60 min. Se 
destiñió con acetato de amonio O.IM durante 5 hrs. El gel (con las muestras a 
transferir) se equilibró en SSC 1 OX por 40 min. Las muestras se transfirieron a 
una membrana de nylon Hybond N+ con SSC 1 OX toda la noche. Se lavó la 
membrana brevemente en SSC 6X y dejó secar al aire. El RNA se fijó a la 
membrana usando 2 pulsos de 2 minutos en el Stratalinker y se hibridó con la 

sonda específica. 

3.17 Expresión de la proteína recombinante His-EhRab8. 

3.17.1 Clonación del gene EJ;rab8 e¡¡ ült vector de expresión. 

A partir de cDNA de amiba se amplificó la secuencia completa del gene Ehrab8 

utilizando los primers: 8.4 (5' GCAGGGATCCTCGGAGAAGGATTCAACAAT 
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3') y 8.5 (5' CCCAAAGCTTTTAACAACATCCAGTTGATTC 3'), las 

condiciones de amplificación fueron: 94º C : 3 min; 30 ciclos de 94º C 1 min, 50ºC 

1 min, 72º C 1 min y 72º C por 7 min. El producto de PCR de digirió con las 

enzimas BamHl y Hindlll. El plásmido pQE30 (QIAGEN) se digirió con las 

enzimas BamHl y Hindlll, se desfosforiló y se utilizó para la reacción a una 

relación molar 1: 1 O, 1 mol de plásmido pQE30 por cada 1 O moles de inserto 

Ehrab8, buffer de ligasa 1 X final (1 unidad/!µ!), 1 µl T4 ligasa en un volumen 

final de 1 O µI, la reacción se dejó a 16º C toda la noche. 

3.17.2 Expresión de His-EhRab8 en E.coli cepa XLI Blue. 

Para la expresión de las clonas que contenían la recombinante, se creció un 

preinóculo en 1.5 mi LB + 1.5 µI Amp (80 µg/ml) toda la noche a 3 7° C. Del 

preinóculo se tomaron 500 µI y se inocularon 4.5 mi de LB + 4.5 µl Amp, se 

incubó a 37° C hasta alcanzar una densidad óptica entre 0.6-0.8 a 600 nm, 

aproximadamente 2 hrs. Se indujó la expresión de la proteína añadiendo al cultivo 

1 mM de IPTG (inductor del promotor lac contenido en el vector de expresión 

pQE30). Se incubó 2 hrs mas a 37º C. Se tomó 1 mi de cada cultivo y se 

centrifugó 1 min a 14, 000 xg, se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el 

precipitado en 50 µI de pBS 1 X, se adicionaron 50 mi de buffer de carga 2X + ~
mercaptoetanol, se lisaron la celulas con vortex, se hiervieron a 100º C por 10 min 

y se analizaron en un gel SDS-PAGE al 15%. 

3.17.3 Purificación de His-EhRab8. 

Para expresar la proteína His-EhRab8 en un volumen de 100 mi de cultivo 

se colectaron las células eri 2 tubos Falcon de 50 mi, se centrifugaron a 3000 rpm 

durante 15 mina 4º C. Se añadió a cada tubo solución de lisis (NaH2P04 50 mM 

pH 8, NaCI 300 mM, imidazol 10 mM) 5 ml/g de peso húmedo y se lisaron por 

sonicación. Se tomó muestra del lisado para el control de proteína total y se 

centrifugó a 10,000 xg por 10 min. Se separó el sobrenadante (fracción soluble) y 

se le añadió 1 mi de resina NTA-Ni al 50% previamente homogeneizada, se 

mezcla en el nutator 30 min a temperatura ambiente. Al precipitado (fracción 

insoluble) se le agregó el volumen inicial de solución de lisis y se resuspendió. La 

resina incubada con el sobrenadante se empacó en una columna de 5 mi. Se lavó 
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10 veces con solución de lavado (NaH2P04 50 mM pH 8, NaCI 300 mM, imidazol 
20mM) y se eluyó con solución de elusión (NaH2P04 50 mM pH 8, NaCI 300 mM, 
imidazol 250mM), recolectando en fracciones de 0.5 mi. Se midió la densidad 
óptica de las fracciones a 280 nm para cuantificar proteína. Las fracciones se 
analizaron en un gel SDS-PAGE al 15%. 

3.18 Expresión de la proteína HGFPCOOHRabS. 

Las últimas 150 pb del 3 · del gene EhRab8 se clonaron en los sitios 
BamHl/HindIII del vector de expresión pQE30. El fragmento clonado se amplificó 
por PCR utilizando un oligo interno de la secuencia y el oligo 8.5. Las condiciones 
empleadas para la amplificación y la clonación fueron las mismas que se utilizaron 
para la clonación del gene EhRab8 en el vector pQE30. La expresión y la 
purificación de la proteína de llevaron a cabo de igual forma. 

3.19 Electroforesis de geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). 

El análisis de la proteína se realizó en geles SDS-PAGE al 15%, según la 
técnica descrita por Laemmil (1970). Como buffer de corrida se utilizó Tank 
buffer (Tris 25mM, glicina 19 mM, SDS O. 1 %), los geles fueron teñidos con 
solución de tinción (metano! 10%, ácido acético 10%, azul de Coomassie 0.2%). 
La electroforesis se llevó a cabo en una cámara "Tall Mighty Small" de BIO
RAD. Los geles para análizar anticuerpos fueron transferidos a membranas de 
nitrocelulosa por transferencia semihumeda para su análisis por Western blot. 

3.20 Producción de anticuerpos policlonales. 

3.20.1 Preparación del inmunógeno. 

En un principio se utilizaron 100 µg de antígeno por conejo, después de 

analizar el título se aumento a 200 µg. El antígeno se mezcló con 500 µ! de 

adyuvante completo de Freund (ACF) en la primera inmunización ó :¡dyuvante 
incompleto de Freund (AIF) en el caso de las restantes. Se llevó a 1 mi con PBS 
IX, la mezcla de pasó por un sistema de jeringas hasta obtener una emulsión 
homógenea. 

36 



3.20.2 Producción de anticuerpos policlonales. 

Los anticuerpos anti His-EhRab8 se obtuvieron en 2 conejos de la especie 
Nueva Zelanda. Se inocularon los conejos por un periodo aproximado de 3 meses, 

se tomaron muestras de sangre para evaluar el título de los anticuerpos por ELISA, 
los conejos se sangraron a blanco una vez que habían alcanzado un buen título de 
anticuerpos (por arriba de 50,000). 

3.20.3 Procesamiento de sueros. 

Se dejaron coagular las muestras de los sangrados de los conejos a 37° C. 
durante media hora, se removió el coagulo y se centrifugó por 5 min a 14 000 xg, 

se recuperó el suero con una pipeta Pasteur y se guardó a 4° C en presencia de 
Azida de Sodio 0.02% como preservador. 

3.21 Determinación del título de anticuerpos. 

El título de los anticuerpos se determinó por medio de la técnica de ELISA 
(del ingles Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Se sensibilizó una placa de 
ELISA de 96 pozos con 5 ng de antígeno/pozo (His-EhRab8) disuelto en buffer de 
carbonato de sodio 0.1 M pH 9.5 por 12 horas a temperatura ambiente. Se lavaron 
los pozos 3 veces con solución de lavado (Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, 

MgS04 40 mM, Tween-20 0.05%). Los lavados se hicieron siempre después de 
cada reacción. Se bloquearon los pozos con 100 µl/ pozo de solución de bloqueo 

(Tris-HCI 50 mM pH 8, gelatina 0.5%, Tween-20 0.2%) con el objeto de evitar 
pegados inespecíficos durante 2 horas a temperatura ambiente. Se hicieron 
diluciones seriadas de los sueros 1 :3 partiendo de una dilución inicial 1 :30 en 
buffer de reacción (Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, gelatina 0.1 mg/ml, 
Tween-20 0.05%). Se incubó 1 hora a temperatura ambiente, se agregó el 2o. 

anticuerpo IgG (H+L) Anti-conejo de cabra conjugado a peroxidasa (Zymed) 
utilizando una dilución 1 :2500 respecto a la presentación comercial y se incubó 1 
h a temperatura ambiente. La reacción se reveló adicionando 50 µ! de sustrato 

ABTS a cada pozo. Se detuvo la reacción con 25 µl de ácido fluorhídrico 

concentrado por pozo y se leyó la densidad óptica a 405 nm en el lector 
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automatico de ELISA (BIO-RAD) utilizando el programa Microplate Manager 
4.0. 

3.22 Purificación y caracterización de los anticuerpos policlonales. 

3.22.1 Acoplamiento de HGFPCOOHRab8 a Sefarosa 4B-CNBr. 

Se pesó 1 gr de sefarosa 4B-CNBr (1 gr-puede unir hasta 10 mg de 

proteína, 1 gr hidratado da un volumen de 3 mi), se hidrató la sefarosa 4B-CNBr 
con HCI 1 mM, hasta disolver los cristales de lactosa, se filtró y se lavó con el 

mismo buffer. En un tubo falcon se puso la sefarosa 4B-CNBr hidratada y 1 mg de 

proteína HGFPCOOHRab8 pura, se agitó por 1 hora en el nutator. Se centrifugó la 

mezcla y se leyó la absorbancia del sobrenadante a 280. Se calculó la eficiencia 
del acoplamiento restando la absorbancia del sobrenadante en mg/ml a los mg 

iniciales de proteína puestos a acoplar, la eficiencia fué de un 90%. 

3.22.2 Acoplamiento del péptido Rab8 177-194 a Sefarosa 6B-Tiopropilo. 

Se pesó 1 gr de Sefarosa 6B-Tiopropilo (1 gr puede unir hasta 1 O mg de 

proteína, 1 gr disuelto da un volumen de 3ml), se hidrató con un buffer de fosfato 
de sodio 0.1 M pH 6.6 / EDT A 1 mM por 15 min. Se filtró y se lavó la resina con 

el mismo buffer. Se pasó la resina a un tubo y se añadieron 6 mg de péptido 

previamente disuelto en 100 µI de DMSO. Se agitó toda la noche y se lavó la 

columna con Tris-HCI 0.1 M pH 8 / ~-mercaptoetanol 0.5 mM para inactivar los 

grupos tiopropilo que hayan quedado libres. 

3.22.3 Purificación de anticuerpos. 

El suero se diluyó con 2.5 mi de Tris-HCl 0.2 M pH 8 (relación 1: 1 ). Se 

mezcló y se centrifugó a 14, 000 xg. Se empacó la columna (hecha en el 

laboratorio con una jeringa de 5 mi y un filtro) con la resina sefarosa 4B + el 
inmunoadsorbente. Se equilibró la columna con Tris-HC! 0.1 1\1 pH 8. Se lavó cun 

Tris-HCI O.IM pH 8 / NaCI 0.5M y se eluyeron los anticuerpos con ácido acético 

O.IM. Inmediatamente se neutralizaron con Tris-HCI 1 M pH 8. La cantidad de 

anticuerpos purificados se cuantificó leyendo la adsorbancia a 280. Se neutralizó 
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la columna con Tris-HCI 0.1 M pH 8. Los anticuerpos se preservaron agregando 

0.1 mg/ml de BSA acetilada + 0.01 % de Azida de sodio a 4 C. 

3.23 Preparación de muestras y Iisado amibiano. 

Las muestras de proteínas a analizar se desnaturalizaron a 100º C en 

presencia de ~-mercaptoetanol 2.5%. Para los Iisados amibianos, los trofozoitos se 

resuspendieron en 1/4 del volumen total de buffer 5X (Composición del buffer: SB 

buffer lOX, E64 (inhibidor de cistein proteasas a una concentración final de 0.5 

mM) y PMSF (inhibidor de serin proteasas a una concentración final de 5 mM). 

Las células se lisaron mecánicamente con vortex, la muestra se hirvió a 100º C, se 

centrifugó a 14,000 xg un par de minutos y se cargó en un gel SDS-PAGE al 15%. 

3.24 "Western blot" (lnmunodetección). 

La transferencia de proteínas a un soporte sólido (membrana de 

nitrocelulosa, Bio-Rad) se realizó utilizando el método de transferencia 

semihumeda en una cámara de transferencia de geles OWL. Para la transferencia 

se siguió el siguiente orden: 3 papeles filtro Whatman 3 mm núm. 1, el gel a 

transferir, la membrana de nitrocelulosa y 3 papeles filtro Whatman 3 mm núm. 1 

encima, todos ellos humedecidos en el buffer de transferencia (Glicina 39 mM, 

Tris-Base 48 mM, SDS 0.037%, metano! 20% pH 7) para Western blot. Se 

transfirió por 1 hr a 400 mA a corriente constante. La nitrocelulosa se bloqueó 

toda la noche en 5% leche descremada en buffer TBST (Tris-HCl 10 mM pH 7.5, 

NaCI 150 mM, Tween-20 0.05%) con agitación a temperatura ambiente. Se lavó la 

membrana 3 veces con TBST/10 min después de cada reacción. Se incubó con el 

primer anticuerpo (1 µg/ml de anti His-EhRab8) en 1 O mi de TBST + 0.1 % leche 

descremada durante 1 h a temperatura ambiente. Se incubó con el segundo 

anticuerpo Ap-Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Zymed) utilizado a una dilución 

1 :2500 respecto a la presentación comercial en TBST + 0.1 % leche descremada 

durante 1 hr a temperatura ambiente. Se reveló la membrana con 1 O mi de buffer 

NBT/BCIP (Zymed), 1 mi de cada uno en 8 rn! de H20, !a reacción se detuvo con 

5mMEDTA. 
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3.25 Fijar células con P-formaldehído 4% 

Para la citolocalización de la proteína EhRab8 se utilizaron 2 tubos de 
amibas en fase logarítmica. En placas de cultivo de 6 pozos se colocó un 
cubreobjetos por pozo y se agregaron 2 mi del cultivo amibiano a cada pozo. Se 
selló la caja de cultivo con parafilm y se incubó a 37º C por 1 h en la cámara 
anaeróbica (Forma Scientific, Inc. modelo 1025). Se prepararon 100 mi de una 
solución de paraformaldehido al 4% (para disolver se le agregaron 100 µ! de 

NaOH IN y se calentó a 60° C. Se dejó enfriar y se añadieron 50 mi de PBS 2X + 
0.02M lisina). Se removieron los 2 mi de suero BI-S y se lavó 1 vez con 1 mi de 
PBS IX a 37º C. Se agregó 1 mi de parafonnaldehído 4% y se incubó por 10 min. 
Para permeabilizar las células se removió el paraformaldehído y se lavó 3 veces 
con PBS IX+ 0.05% TRITON X-100 por 10 min cada uno. Los lavados se 
hiceron despues de cada reacción. Se bloqueó con una solución de leche 
descremada al 5% utilizando 1 mi por pozo durante 1 h. Se removió la leche y se 
lavó 1 vez con 1 mi de PBS IX 10 min. Para la tinción de núcleo (con PI) se 
trataron las células fijadas con RNAsa a una concentración de 150 µg/ml en PBS 
IX 20 min. a 37° C,se usó 1 mi por pozo. Se preparó una dilución de ler 
anticuerpo en leche descremada (5 µg/ml) y se pusieron 500 µI de la dilución a 

cada pozo, se incubó 1 h a temperatura ambiente. Se preparó una dilución 1: 1000 
de 2o. anticuerpo Alexa 488, se adicionó 1 mi por pozo y se incubó 1 h a 
temperatura ambiente. Se preparó una dilución 1: 1000 del stock de PI en PBS 1 X. 
Se utilizó a una concentración final de 2 µg/ml. Se puso 1 mi por pozo. Se dejó 
por 1 O min. Se removió. Se levantaron los cubreobjetos con la ayuda de pinzas 
finas y se colocaron sobre un portaobjetos con la cara que contiene a las amibas 
hacia abajo. Se selló con barniz. 
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IV RESULTADOS 

4.1 Obtención de la secuencia completa del gene Ehrab8. 

4.1.1 Tamizado de un banco genómico de E. histolytica. 

Para obtener la secuencia del gene Ehrab8, se realizó un tamizado del banco 
genómico A.ZAPII de Entamoeba histolytica [Pérez-Monfort and Saavedra-Lira, 

1994]. Como sonda para el tamizado se utilizó un fragmento de 203 pb del gene 
Ehrab8, reportado como un EST (Expressed Sequence Tags) por Azam y 

colaboradores (1996). El fragmento utilizado como sonda se amplificó en el 
laboratorio utilizando los oligonucleótidos Rab 8.1 y Rab 8.2 (ver secuencias en 
Materiales y Metodos), como templado de la reacción se utilizó ADN genómico 
de E. histolytica. Se obtuvieron 11 clonas positivas las cuales fueron escindidas in 

vivo para dar lugar a plásmidos tipo pBSSK(-) que contuvieran el inserto 
genómico flanqueado por sitios de restricción EcoRI. Las clonas escindidas fueron 
analizadas por PCR utilizando los oligonucleótidos Rab 8.1 y Rab 8.2. De las 11 
clonas analizadas únicamente 5 de ellas (clonas 8.1.15, 8.1.2, 8.1.3, 11.3.3, 11.3.5) 
amplificaron el fragmento conocido de 203 pb por Jo que en los siguientes análisis 
se procedió a caracterizar estas 5 clonas con más detalle. Cinco de las clonas 
restantes (clonas 10.2.1, 10.2.2, 11.3.1, 11.3.2, 11.3.4) fueron digeridas con EcoRI 

y liberaron insertos entre 3 y 4 Kb. Estas clonas fueron secuenciadas parcialmente 
con los oligos T7 y T3. El análisis por BLAST (del servidor NCBI vía intemet) de 
las 5 clonas mostró que las secuencias no presentan homología con genes tipo 
rab8. Estas clonas no fueron completamente caracterizadas, nos enfocamos a 
aquellas que amplificaban el fragmento conocido de 203 pb. 

4.1.2 Análisis del patrón de restricción de las clonas que amplifican el 
fragmento de 203 pb. 

Para caracterizar el inserto contenido en las 5 clonas positivas, se realizó un 
análisis del patrón de restricción que consistió en dos partes: en primer lugar las 

clonas se digirieron con la enzima de restricción EcoRI para liberar el inserto y 

conocer su tamaño. En la Figura 6 se muestran los resultados obtenidos; tres de las 
clonas (8.1.15, 8.1.2 y 8.1.3) liberaron un inserto de aprox. 5 Kb, las otras dos 
clonas ( 11.3 .3 y 11.3 .5) sólo se linearizaron. Para liberar el inserto de las clonas 
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11.3.3 y 11.3.5 se realizó una digestión con las enzimas BamHI y HindIJI ya que 

los sitios de restricción respectivos se encuentran flanqueando el sitio EcoRI. En la 

Figura 6 se muestran los resultados, en los que se aprecia que las clonas liberaron 
un inserto de aprox. 4 Kb. Al parecer estas clonas perdieron un sitio EcoRI 

probablemente durante la escisión del fagémido. 

La siguiente parte del análisis del patrón de restricción consistió en digerir 
las clonas utilizando diferentes enzimas de restricción con el objeto de encontrar 
una enzima que digiriera al inserto en varios fragmentos favoreciendo el análisis 
por subclonación y la secuenciación. Se eligieron enzimas de restricción que 
cortan en secuencias ricas en NT ya que el genoma de la amiba es rico en estos 
nucleótidos. Las enzimas utilizadas fueron: BamHI, HindlII, Accl, ClaI, EcoRV, 

Hpal, Dral, XhoI, XbaI, Pstl, Bc/I, Bg/II y Sspl. De estas enzimas únicamente 
EcoRV, BglII y SspI cortaron el inserto. Se eligió trabajar con SspI ya que con esta 
enzima se obtuvo el mayor número de bandas. En la Figura 7. se muestra la 
digestión de las clonas con la enzima Sspi: las clonas 8.1.15 y 8.1.2 presentan el 
mismo patrón de restricción, mientras que las clonas 11.3.3 y 11.3.5 son iguales 
entre sí y la clona 8.1.3 se digirió parcialmente. Para identificar cuales de los 
fragmentos de restricción Sspi corresponden a la secuencia del gene Ehrab8 se 
realizó un Southem blot; los resultados se describen en el siguiente inciso. 

4.1.3 Análisis por Southern blot de las clonas. 

Se realizó un Southem blot de las 5 clonas digeridas con las enzima SspI 

para identificar cuales de los fragmentos de restricción hibridaban con la sonda 
específica de Ehrab8 utilizada en el tamizado. La subclonación de estos 

fragmentos facilitaria la estrategia de secuenciación de las clonas. 

En la Figura 7, se muestran los resultados del análisis de las clonas por 
Southem blot. La sonda hibridó con 2 fragmentos de aproximadamente 900 pb y 
150 pb, respectivamente. Estos fragmentos son comunes a todas las clonas por lo 
que concluimos que, a pesar de que existen diferencias en el tamaño del inserto, 

los fragmentos correspondientes a la secuencia <le Ehrab8 son los mismos en cada 
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Pb 

23,130 

4,361 

2,322 

Liberación del inserto 
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 

Pb 

4,361 

2,322 

Digestión EcoRl Digestión BamHVHindIII 

Carriles: l. 'AHindIII; 2. 8.1.15; 3. 11.3.3; 4. 11.3.5; 5. 8.1.2; 
6. 8.1.3; 7. pBSSK. 

Figura 6. Se ilustra la liberación del inserto contenido en las 5 clonas positivas que 
amplificaron el fragmento ccmocido de 203 pb. Las clonas 8.l.15, 8.1.2 y 8.1.3 liberan el 
inserto al digerirse con EcoRJ, las clonas 11.3.3 y 11.3.5 liberan el inserto con la 
digestión doble BamHl!HindiiI. 

Southern blot de las clonas positivas 

Pb 

4,361 

900 

150 

1234567 234567 

-----
Pb 

900 -
150 

Carriles: l. 'AHindIII; 2. 8.1.15; 3. 11.3.3; 4. 11.3.5; 5. 8.1.2; 6. 8.1.3; 
7. pBSSK. 

Figura 7. El gel de la izquierda muestra las clonas positivas digeridas con la enzima Sspi 
y teñidas con bromuro de etidio, el gel de la derecha muestra el Southem Blot de las 
clonas. Como sonda se utilizó el fragmento conocido de Ehrab8. 
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clona, por lo que para los siguientes estudios utilizamos únicamente a la clona 
8.1.15. 

4.1.4 Secuenciación de la clona 8.1.15. 

La clona 8.1.15 fue secuenciada con los oligonucleótidos universales T3 y 
T7 específicos para el plásmido pBSSK y el oligonucleótido Rab 8.2 específico 
del gene Ehrab8. Las secuencias obtenidas fueron analizadas utilizando los 
siguientes programas: BLAST del servidor NCBI vía internet y GeneWorks 
versión 2.5.1 (IntelliGenetics, Inc.). En la Figura 8 se muestra la estrategia de 

secuenciación utilizada. El alineamiento de la secuencias obtenidas con los 
oligonucleótidos 8.2 y T7 frente a la secuencia del fragmento amplificado por 
PCR y la reportada como EST confirmó la presencia de secuencia Ehrab8 en la 
clona 8.1.15 e indicó la orientación del gene Ehrab8 respecto a la clona. Por otro 
lado, el análisis de la secuencia del gene Ehrab8 en esta clona mostró que el gene 
se encontraba truncado en su extremo 3' debido a la presencia de un sitio de 
restricción EcoRI. El fragmento de 900 pb identificado en el análisis por Southern 
blot fue subclonado en el vector pBSSK y secuenciado con los oligonucleótidos 
T3 y T7, de esta forma se verificó el 5' del gene Ehrab8 contenido en este 
fragmento. 

El análisis por BLAST de la secuencia de la clona 8.1.15 obtenida con el 
oligonucleótido T3 mostró que en el otro extremo del inserto de 5 Kb de la clona 
se encuentra la secuencia con marco de lectura abierta que codifica para una 
posible ValyltRNA sintetasa. En la Figura 9 se muestra la posible organización de 
los genes dentro de la clona 8.1.15. 

La secuencia del extremo 3' del gene Ehrab8 se obtuvo mediante la técnica 
de 3' RACE (del inglés Rapid Amplification of ~DNA Ends). Se amplificó el 3' 
del gene utilizando como templado cDNA de amiba sintetizado a partir de RNA 
Poli (A+) usando los oligonucleótidos sentido Rab 8.1 y antisentido AUAP-B (ver 
Materiales). Se realizó una reamplificación ("nested-PCR") utilizando como 

1 ..l 1 ..l .J 1 • ., 1 ,. t ............ T"Oo,...,. teu1p1auo ei prouucto ue 1a µrnnern reacc1un, 1;:1 u11gunuc1eouoo f\Uf\t"-tl y un 
oligonucléotido interno superpuesto al primero Rab 8.3 (ver Materiales y 
Métodos). 
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Estrategia de secuenciación del gene Ehrab8 

5' 
Sspl ... Ssp 1 EcoR 1 ...... 3' 

-rab8 completo 
O ligo T7 (e) -Oligo/8.2/US ' - -B. 900 Rv <e) -
Oligo/8.2/Lab .. 
EhRab8n/GB -
sonda rab8 .. 
oligo 8.3 - -3'RACE/rv 

lffigura 8. La secuencia del gene Ehrab8 de 5' a 3' esta representada por la 
primera flecha. Los sitios de restricción Sspl y EcoRI se encuentran ubicados. 
Las flechas restantes representan la estrategia de secuenciación del gene Ehrab8 
utilizando diferentes oligonucleótidos (T7, Rab 8.2, Rab 8.3) y la ubicación de la 
sonda utilizada en el tamizado. Algunas regiones fueron secuenciadas más de 
una vez. 



Or;ganización del gene Ehrab8 dentro de la clona 8.1.15. 

Ehrab8 Promotor 
Seq desconocida del 

val 1- tRNA Sintetasa EcoRI EcoRI Inserto 
pBSSK 

1 

:i ... 8.3 y pBSSK 

... ++ ~ 
T7 

11.Z 8.1 T3 Aprox. 5Kb 

Figura 9. El tamaño del inserto representado linealmente en colores es de aprox. 5 Kb. El gene 
Ehrab8 se representa en rojo, el intrón en amarillo y las secuencias promotoras en verde. La 
ubicación de algunos oligonucleótidos utilizados en la secuenciación se representa en flechas 
azules. En rosa se representa la ubicación de un fragmento del gene V alyl-tRNA sintetasa. 
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Como producto de la reacción se obtuvo un fragmento de aprox. 460 pb, el 
cual se clonó en el sitio de restricción SmaI en el vector pBSSK. 9 de 10 clonas 
analizadas por restricción con las enzimas BamHI y HindIII liberaron un 
fragmento de aprox. 460 pb (ver Figura 10), cuya identidad fue determinada por 

análisis de secuencia. Las 9 clonas contenían el mismo fragmento. La secuencia 
obtenida se empalmó alineándola con la secuencia de la clona genómica utilizando 
el programa de GeneWorks. La Figura 11 muestra la secuencia completa del gene 
Ehrab8. 

El marco abierto de lectura del gene Ehrab8 es de 658 pb y predice una 
proteína de 200 aa con un peso molecular teórico de 22,272 Daltons. La secuencia 
genómica de Ehrab8 se encuentra interrumpida por un intrón de 58 pb que 
disrumpe el marco abierto de lectura en el nucleótido 289. El intrón fue 
identificado por la presencia de secuencias conservadas aceptoras y donadoras de 
"splicing" (GT y AG) en el gene Ehrab8. Se realizó el análisis del uso de codones 
de E hrab8 utilizando el programa Codon Preference del paquete GCG. En la 
Figura 12 se muestran los resultados de este análisis. El gene Ehrab8 tiene un uso 
prefencial de codones de E. histo/ytica conservado en el primer marco de lectura 
según el análisis. Igualmente, el análisis de la composición nucleotídica del gene 
Ehrab8 indica que la región codificante del gene es rica en los nucleótidos A y T, 
por arriba de un 70%, característica observada en los genes amibianos. Los 
resultados se muestran en la Tabla 3. 

NUCLEOTIDO 

A 

c 
G 

T 

C+G 
A+T 

CANTIDAD 

247 
77 
125 
209 

202 
456 

PORCENTAJE 

38 
12 
18 
32 

30 
70 

Tabla 3. Composición nucleotídica del gene Ehrab8. 
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Liberación del inserto de las clonas 3' RACE 

1 2 3 4 5 67 8 910111213 

Carriles: 
23,130 1 AHindIII 
4,361 2-11 Clonas analizadas 
2,322 12. Inserto amplificado PCR 

564 
13. pBSSK digerido 

F'igura 10. Análisis de restricción con las enzimas BamHI/HindIII de las 
clonas obtenidas por 3' RACE. 



Rab8 de Entamoeba histolytica 

GATGGACCAG AAGA~A MTTTTAGAA A/:if.VJ.K.ATC.C ANJN«ANJ GGTATIAMT GAM/1J.MTC. GAGCAGCTM ATCACCTGTI 90 

ATIGTGATTG ATGTTGATGA GCCAMX..CT TAGTIAITTA TAMTAMTI TATITGAGCG lfWiGTIA TGMTMTTG CATIATIAM 180 

ATIATGMAG MMATIATA TGMTAAAM ATGMATIAG AGTIACATM MTTTTACTI CI 11 IATGM MAi l ICíil!A ITAAmílM 270 

• lfAIMITAIIJ GTTT.MTATA AAAAAMMíJ MAGAAAMA CTMTIMTA .6AAAAJ>/l.:.M ATGTC.GGAGA AGGATTC.AAC MTIMACTA 360 
M 5 E K D 5 T I K L 

TIACTCATTG GAGAiMGTGG AGTICíGGMA AGTTC.ACITT TACTIAGATI TTC.TGAAGAT GCTITC.AACC CMTGTACAT TACGACTCíTA 450 
LLIG ESG VGK SSLL LRF SED AFNP MYI TTV 
GGTATTGATI Tr.AGi!!iTIM AMTATIGAG TIAGATMTA AGAMTIAM GTIACAMTA TGGGATACGG CTGGACAAGA ACGAITTAGA 540 
GIDF RVK NIE LDNK KLK LQI ViDTA GQE RFR 
ACTATIGTAT CAAGTíATIA TAGAGGAGTI ATGGGAATTG TTTTAGTATA TGATATIACT Tr.AAGAGAGT CTITIMCAg tttgttttaa 630 
T I V 5 5 Y Y R G V M G I V L V Y D I T 5 R E 5 F N S 
tattttaatt aaaatgagat ctgtatgcaa tgctgtttaa tgcttagACA TICíMTATTG GATGAGMAC ATIGAAGCTA ATGCAGACCA 720 

I EYW MRN IEAN ADQ 
AMTGTIMT MMlTCTTG TTGGMATM GTGTGATGCT GAAGATAMA GAGTTGTIAC AAGTGANJM GGACAACMA TGGCTMTM 810 
NVN KILV GNK CDA EDKR VVT SEE GQQM ANK 

ATIAGGAATI CCATI(TIAG MACATC.TGC CAAMATTC.A TIMAAGTTG ATGACTCíITT TATITC.ATIA GCACGTGATG TIATTCAAAG 900 
LGI PFLE TSA KNS LKVD DCF ISL ARDV IQR 

MTICíGTGM Tr.ATCTCAM GTGCACAACC AGGMTTGTI GACCCAACCC AACMACCCA N:.CMCTCíM Tr.MCTGGAT GTTGTIMTC. 990 
!GE SSQS AQP GIV DPTQ QTQ PTE STGC C. 

Atillrccn CTTr.lTr.MA AAAMA/>N>J. M.MM/IAM 1 1030 

Figura 11. Sec:oencia completa del gene Ehrab8. En azul se muestra la secuencia codificante, en rojo 
el intrón de 58 pb, los recuadros marcan la caja CAT, dos cajas TATA y la señal de poliadenilación 
putativas. El inicio de la transcripción se indica con una flecha. En negro se marca la secuencia en 
aminoácidos. 

49 



QJ 
u 
e: 

"' .. 
QJ .... 
"' ... 
"' 
e: 
o 
'O 
o 
u 

o 

2.(1 ~ 

!.O 

CODONPREFERENCE of: rab8 Ck: 6573, 1 to 608 June 10, 1999 16:55 
Codon Table: codonusage.cod PrefWindow: 25 Rare Codon Threshold: 0.10 

Bias~lindow: 25 Density: 19.9 
200 4?0 600 

=--:-: =--=: =--::~-:; ~-= ::::.-:::. =--==--::.=--::.=..-:-: ::::.-:: =--:: =--= =..-:: =--==--= =--:: =-"::. =--==--= o.s ', ,,,----' '--- ... _.. ,,.,,_ ... --,_,_ 
' , - ...... ,_ ,- '- - ... 

-o.o l========-======================='='=-='=-===============-=-='=-=_=_=_=_=_=,=_=_=,===-=-=-=·=-='=-=-='='='=-========~_j 
' ' ' 1 ' '1 

2.0 

!.S 

1.0 

o.s 

1.0 

0.5 

o. ( 

l.C 

o.~ 

F.============:::i'--..,--~~~~~~.t=:===i__t==========:::i..~~....t:=i-.t:::.:===========f º·' 
1 1 11 1 JI 1111 1 u 1 1 t 1 1 11 I 1 1 1 1 1 1 1 1 

-o.o 

" 
2.0 

l.S 

1.0 

0.5 

' ' ' ' 1 1 1 1 1 11 ' " " 1 

o 200 400 600 

Figura 12. La línea continua representa el uso de codones del gene EhrabS. La figura muestra 3 
marcos de lectura. EhrabS conserva el uso preferencial de codones de E. histolytica en el primer 
marco de lectura. La línea punteada representa el desvío de la tercera base según el % de GC. 
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4.2 Identificación del inicio de la transcripción. 

Como parte de la caracterización de la secuencia del gene Ehrab8, se 
identificó el sitio de inicio de la transcripción utilizando la técnica de 5' RACE. 
Como templado para la amplificación se utilizó cDNA de amiba generado a partir 
de RNA poli (A+) modificado por la adición de una etiqueta de G's en el extremo 
5'. Los oligonucleótido (sentido) oligo dC y (antisentido) Rab 8.5 (ver Materialesy 
Métodos) fueron utilizados en una primera reacción de PCR .. Se realizó una 
segunda amplificación ("nested-PCR") utilizando como templado el producto de 
la reacción anterior, los oligonucleótidos oligo dC y Rab 8.2 (ver Materiales y 
Métodos) . El producto obtenido se clonó en el vector pBSSK (-) digerido con 
Smal y las clonas positivas aisladas fueron secuenciadas utilizando el 
oligonucleótido Rab 8.2. El inicio de la transcripción del gene Ehrab8 se encontró 
a 11 pb corriente arriba del inicio de la traducción (ATG); la secuencia inicio de la 
transcripción es AAAA. (donde A indica el nucleótido de inicio). La secuencia 
encontrada difiere de las secuencias consenso ATCA/ ATTCA reportadas para 
otros genes de amiba [Bruchhaus et al, 1993]. 

Se realizaron alineamientos de la secuencia obtenida por 5' RACE con la 
secuencia genómica y los resultados los podemos ver en la Figura 13. Los 
alineamientos muestran la presencia de un residuo G extra en la secuencia 5' 
RACE, ubicado corriente arriba de la primera A del sitio de inicio de la 
transcripción, este residuo no se encuentra en la secuencia genómica. En 
eucariotes una de las modificaciones post-traduccionales que sufre el RNA 
mensajero para su maduración es la modificación química de su extremo 5' por la 
adición del nucleótido modificado 7-metilguanosina (7mG) por una 
guaniltransferasa. A esta modificación se le llama "cap" y se piensa que es el sitio 
de reconocimiento para que el RNA mensajero se una al ribosoma, migre hasta el 
codon de inicio ATG e inicie la traducción [Smith y Wood, 1998]. La presencia de 
este residuo en la secuencia del cDNA de Ehrab8 sugiere que su RNA mensajero 
sufre un proceso de maduración por "Capping". 

En la secuencia 5' no codificante del gene Ehrab8, identificamos 2 cajas 
TATA putativas TATAATTA y TATTAATT ubicadas en la posición-60 a-SI y 
-72 a -63, respectivamente, las cuales fueron localizadas por homología con la 
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Alineamiento del 5' RACE de Ehrab8 

EhRab8 
Clona9 5'RACE 
Clona7 5'RACE 

EhRab8 
Clona9 5'RACE 
Clona7 5'RACE 

EhRab8 
Clona9 5'RACE 
Clona7 5'RACE 

EhRab8 
Clona9 5'RACE 
Clona7 5'RACE 

~
AATTAA i AAAAAAACAA ATGTCGGAGA AGGATTCAAC AATTAAACTA TTACTCATTG 
cccccc1 ~ AAAAAAACAA ATGTCGGAGA AGGATTCAAC AATTAAACTA TTACTCATTG 
CCCCCCI ~ AAAAAAACAA ATGTCGGAGA AGGATTCAAC AATTAAACTA TTACTCATTG 

• 
JAGAAAGTGG AGTTGGGAAA AGTTCACTTT TACTTAGATT TTCTGAAGAT GCTTTCAACC 
JAGAAAGTGG AGTTGGGAAA AGTTCACTTT TACTTAGATT TTCTGAAGAT GCTTTCAACC 
JAGAAAGTGG AGTTGGGAAA AGTTCACTTT TACTTAGATT TTCTGAAGAT GCTTTCAACC 

oAATGTACAT TACGACTGTA GGTATTGATT TCAGAGTTAA AAATATTGAG TTAGATAATA 
CAATGTACAT TACGACTGTA GGTATTGATT TCAGAGTTAA AAATATTGAG TTAGATAATA 
CAATGTACAT TACGACTGTA GGTATTGATT TCAGAGTTAA AAATATTGAG TTAGATAATA 

1GAAATTAAA GTTACAAA A TGGGATACGG CTGGACAAGA ACGATTTAGA ACTATTGTAT 
lGAAATTAAA GTTACAAA-- ---------- ---------- ---------- ---------
GAAATTAAA GTTACAAA-- ---------- ------~--- ---------- ----------

120 
67 
67 

180 
127 
127 

240 
187 
187 

300 
205 
205 

Figura 13. La primera línea corresponde a un fragmento de la secuencia 
genómica del gene Ehrab8, la segunda y tercera línea corresponden a la 
secuencia de 2 clonas obtenidas por 5' RACE. La flecha indica el inicio 
de la transcripción. Nótese el residuo G extra (marcado con un punto 
negro) presente en las clonasde 5' RACE pero ausente en la secuencia 
genómica. 
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caja tipo TATA consenso TATTTAAA reportada en amiba [Bruchhaus et al, 

1993]. De igual manera, la señal consenso de poliadenilación CA TT reportada 

para otros genes de amiba [Bruchhaus et al, 1993] fue identificada en la posición 

+605 a +609 del gene Ehrab8. En la Figura 11 se muestran los elementos 
regulatorios encontrados. 

4.3 Secuencia polipeptídica de EhRabS deducida y homología. 

El marco abierto de lectura del gene Ehrab8 es de 600 pb y predice una 
proteína de 200 aa con un peso molecular teórico de 22, 272 daltons. El análisis 

por BLAST (versión Blastp 2.1.2 del NCBI) de la secuencia polipéptidica mostró 

que EhRab8 guarda un alto porcentaje de identidad con proteínas tipo Rab8 de 
otros organismos, la Tabla 4 resume estos datos. 

Se realizaron alineamientos de la proteína EhRab8 con sus homólogos en 
otros organismos. En la Figura 14 se muestra el alineamiento entre proteínas tipo 
Rab8 y EhRab8. 

Organismo Identidad Similitud 

% % 

Caenorhabditis ele<>ans 63 83 
Saccharomvces vombe 62 83 
Dictvostelium discoideum 61 79 
Drosonhi/a melano<Taster 58 77 
Rattus norve<>icus 54 73 

Saccharomvces cerevisiae 47 70 

Tab_l~ 4. Porcentaje de identidad y similitud entre la proteína EhRab8 y sus homólogos 
de diferentes organismos. Análisis realizado con el programa BLAST 2 sequences 
versión Blastp 2.1.2 del NCBI). 

Como parte de la caracterización de la secuencia de EhRab8, se realizó un 

análisis compa:.-ativo de los motivos de unión a GTP identificados en EhRab8 y los 
motivos consenso conservados entre la~ GTPasas. De igl1a! forma, se identificaron 

en la secuencia de EhRab8 los motivos que caracterizan a las proteínas Rab según 
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Aliineamiento de proteínas Rab8 de diferentes organismos 

~:~~~!(;;¡~~ 1 ,~GLRTVSAssa~8~J-
D. discoideum 1 T - - - - - S P A T N K S A A 
s. pombe S - - - - - T - - - - K S - -
D.melanoga!,"t.er 1 A- - - - -K- - - - - - -T 
R.norvegicus A-----K-------T 

Dominio efector 

- - - 1 
SIM 

1 
1 
F 
F 

G-1 

G-2 

L 
V 
L 
L 

F 

~a~: S T S 37 
A T T 36 
A T T 36 

E. histolytica 36 
S. cerevisiae 49 
D. discoideum 44 
S. pombe 38 
D. melanogaster 37 
R. norvegicu:; 37 

o - . 
m -

63 
96 
91 
85 
84 
84 

m 
G-3 

E. histolytica 84 V 
S. cerevisiae 97 1 
D. discoideum 92 L 
S. pombe 86 L 
D. melanogastsr 85 M 
R. norvegicus 85 M 

rlslE NIEYXM AID0N•N•r1v V D RT T KQIFKTVNE NDEAQLL V 

V D G RN '•º TDSINIM 1 V DK D VRT FS V Q SEN Y 1 1 
1 Q E KN 1 EN SAD E M L 
1 N D KN 1 E SSD ERMIL 

~ :iJT ~,::: :~ M A E KV D 139 
C E Q S 133 
L T Q S 132 
M N Q S 132 

E. histolytica 132 
S. cerevisiae 144 
D. discoideum 140 
S. pombe 134 
D. melanogaster133 
R. norvegicus 133 

E. histolytica 180 
S. cerevisiae 192 
D. discoideum 187 
s. pombe 1.31 
D. melanogastsrrn1 
R. norvegicus 101 

G-4 .. ,l°ªI"" •'lººc AD Q E A KI L NDD N 1 
SSR KS D Y N. 1 E 
FIQ QA D L TNV D 
K R EQ 1 Y Al 1 E K R EK IDY S T E 

QPG 1 VDPTQQTQPTESTG- - - - ·1· -VGNGKEGN IS INSGSGNSSK-SN - -
QPQVVQPGTNLGANNNKKKA- - - - -
FSNQAN-NVDLGNDRTVKR- - - - - -
NPPKGGHQLKPMDSRTKDSWLSR SLL 
NSSGAGGPVKITESRSKKTSFFR SLL 

"I'ª" 'º"sªs' " a 'I ' o s N ' cv o K K- RMIDTPNE 
RE K- QKIDAENE 
S KA TEKRMEAN 

F R MT LNRKMNDS 

179 
191 
186 
180 
180 
180 

199 
215 
208 
200 
207 
207 

Figura 14. Alineamiento entre proteínas tipo Rab8 de diferentes organismos. G 1-G4 
indican Jos motivos de unión a GTP, en cursivas se marca el dominio efector. 
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el trabajo de Pereira-Leal and Seabra, 2000. La tabla 5 muestra el análisis 
realizado. Los motivos de unión G-2, G-3 y G-4 de E hRab8 son altamente 
conservados con respecto a los consensos reportados. El motivo G-1, el más 
variable de todos, presenta los aminoácidos GKS conservados. En el dominio 
efector característico para proteínas Rab TIG(I/V/A)(D/E)F(K/G/L) involucrado 
en la interacción con moléculas efectoras también se identificó en E hRab8 
(TVGIDFR), pero en lugar del residuo conservado isoleucina tiene una valina y la 
última lisina, glicina o leucina descrita para el consenso aparece en EhRab8 como 
arginina. Los motivos RabFs son exclusivos de la proteínas Rab y por lo tanto 
pueden diferenciar a las Rab de otras GTPasas. EhRab8 presenta los motivos 
RabF2, RabF3, RabF4 y RabF5 altamente conservados. El motivo RabFl se 
encuentra menos conservado. Por Jo anterior podemos asegurar que la proteína 
EhRab8 es un auténtico miembro de la familia de las proteínas Rab. 

Motivos de unión a Motivos de unión a Motivos RabF de Motivos RabF de 

GTP consenso GTP de EhRab8 proteínas Rab EhRab8 

G-1 GXXXXGKS/T G-1 GESGVGKS RabFl JGVDF RabFl VGIDF 

G-2 LDTAGQE G-2 WDTAGQE RabF2KLQPW RabF2KLQIW 

G-3VGNKCD G-3 VGNKCD RabF3 RFRSIT RabF3RFRTI 

G-4 IETSAK G-4 LETSAK RabF4 YYRGA RabF4 YYRGV 

RabFS L VYDIT RabFS L YYDIT 

Tabla S. Comparación de motivos de unión a GTP y de motivos RabF consenso 
con los motivos encontrados en EhRab8. 

4.4 "Southern blot". 

Para conocer el número de copias del gene Ehrab8 presentes en el genoma 
de E. histolytica, utilizamos Ja técnica de "Southern blot''. Se digirió DNA 
genómico de amiba con las enzimas de restricción EcoRI, Accl y Spel. Después de 
transferir el DNA a la membrana se hibridó con un fragmento de 150 pb 
correspondiente al extremo 3' de Ja secuencia codificante de Ehrab8 (ubicada 
corriente abajo del sitio de restricción EcoRI identificado en el gene). Esta región 
es específica del gene Ehrab8 ya que codifica para una región poco conservada 
entre las proteínas Rab. Como controles del experimento en el gel se incluyó un 
carril con DNA genómico sin digerir y uno con el fragmento utilizado como 
sonda. En la Figura J 5 se muestran Jos resultados del "Southern blot''. La sonda 
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hibrida con sólo un fragmento producto de la digestión con E e oRl 

aproximadamente de 20 600 pb, lo cual sugiere que Ehrab8 se encuentra presente 

como única copia en el genoma de la amiba. Este resultado fue confirmado por las 

digestiones con las enzimas de restricción AccI y SpeI, donde se observó que la 

sonda híbrida con sólo un fragmento de restricción producido por cada enzima. 

Cabe mencionar que el gen Ehrab8 no contiene sitios de restricción para esas 
enzimas. 

4.5 "Northern blot". 

Para analizar la expresión y el tamaño del transcrito del gene Ehrab8, se 
utilizó la técnica de "Northem blot''. Para el experimento se utilizó RNA poliA (+) 

y RNA poliA (-) de amiba y la misma sonda que en el experimento de Southem 
blot. Los resultados del Northem blot del gene Ehrab8 se muestran en la Figura 

15. En el carril correspondiente al RNA poliA (+)se observó que la sonda híbrida 
con una sola banda lo que indicó que Ehrab8 se expresa como un transcrito único 
de 725 bases, aproximadamente. 

4.6 Expresión de la proteína recombinante His-EhRab8. 

La proteína EhRab8 se expresó en E.coli como proteína recombinante con 

una etiqueta de 6 His en el extremo amino terminal, la etiqueta está contenida en el 

vector de expresión pQE30; esta etiqueta facilita la purificació!l y la detección de 
la proteína recombinante. La secuencia del gene Ehrab8 se amplificó a partir de 
cDNA específico utilizando los oligonucleótidos ATG Rab 8.4 y Stop Rab 8.5 (ver 

Materiales y Métodos) que incorporan a la secuencia los sitios de restricción 

BamHl y Hindlll, respectivamente. El producto obtenido se clonó en el vector de 

expresión pQE30 (QIAGEN) en los sitios de restricción correspondientes. De esta 

manera realizamos una fusión traduccional entre la secuencia de pQE30 que 

codifica para un péptido con histidinas en el carboxilo terminal y la secuencia 

codificante de EhRab8. La clona obtenida fué secuenciada para verificar que la 
construcción se encontrara en fase y que no se hubieran introducido cambios en la 

secuencia durante la amplificación. En la Figura 16 se muestra un esquema de la 
construcción His-EhRab8. 

56 



N orthern blot 

~ 

:E ' ~ 
-.: -.: 
o o o.. o.. 

Kb 
---1 6.9 
- 4.7 

-- 2.6 
~ 1.8 

= l:ú 
0.725• • ~ 0.57 

= 0.438 
0.310 

A 

Southern blot 

Kb 

23.l-

9.4-
6.5-
4.3-

2.~= 
2.0 

0.56-

-. --

B 

-

Figura 15. Northern y Southern blot de Ehrab8. A. Northern blot, el gene se 
expresa como un transcrito de aprox. O. 725 Kb. B. Southern blot, muestra que 
Ehrab8 se encuentra como única copia en el genoma de E. histolytica. Como 

~ sonda en ambos casos se utilizaron las últimas 150 pb del gene Ehrab8. 



Para la expresión de la proteína recombinante His-EhRab8, la construcción 

pQE30-EhRab8 se transformó en la cepa XLI BLUE de E. coli y se cultivó en 

presencia de IPTG 1 mM durante 2 horas. Las células cultivadas fueron lisadas por 

sonicación y se analizaron muestras del lisado total de proteínas en un gel de 

proteínas SDS-PAGE al 15% teñido con azul de Coomassie. En la Figura 17 A se 

muestra el análisis de la expresión de la proteína His-EhRab8 de la clona pQE30-

6. Se analizaron los lisados totales de la clonas con y sin inducción con IPTG. Los 

resultados muestran que la clona analizada expresa una proteína de 

aproximadamente 24 kDa correspondiente al tamaño esperado de la proteína 
recombinante His-EhRab8. 

4.7 Determinación de la solubilidad de la proteína. 

Para determinar la solubilidad de la proteína His-EhRab8, se tomaron 

células de E. coli transformadas con la construcción pQE30-EhRab8 e inducidas 

con IPTG 1 mM, se lisaron por sonicación y se hizo la separación de las fracciones 

por centrifugación. El sobrenadante corresponde a la fracción soluble mientras que 

la pastilla corresponde a la fracción insoluble. Ambas fracciones fueron analizadas 

en un gel de SDS-PAGE al 15% y teñidos con azul de Coomassie. En la Figura 17 

B se presentan los resultados de la determinación de la solubilidad de His-EhRab8 

de la clona pQE30-6. Los resultados muestran que la proteína His-EhRab8 se 

expresa mayoritariamente en la fracción soluble. 

4.8 Purificación de la proteína His-EhRab8. 

La purificación de la proteína se llevó a cabo por cromatografia de afinidad 

en una matriz agarosa-Ni-NTA (níquel-ácido nitriloacético) que presenta afinidad 

por moléculas etiquetadas con residuos histidina consecutivos lo que facilita su 

purificación. La proteína recombinante His-EhRab8 queda unida al Ni-NT A de la 

resina para posteriormente ser eluída con una solución que contiene imidazol que 

compite con las histidinas por la unión a níquel. Para la purificación se incubó la 

fracción soluble con 1 mi de agarosa Ni-NTA (QIAGEN) por 1 h y se empacó la 

mezcia en una columna. Las fracciones de lavado y elución se analizaron en un gel 

de SDS-PAGE al 15% y se tiñeron con azul de Coomassie. La Figura 17 C 

muestra los resultados obtenidos de la purificación de His-EhRab8 de la clona 

pQE30-6. La proteína His-EhRab8 purificada se observa como una banda intensa 
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de aproximadamente 24 kDa. A partir de un cultivo de 100 mi se obtienen 
aproximadamente de 0.6 a 1 mg de proteína purificada. 

4.9 Obtención de anticuerpos anti His-EhRab8. 

Para producir anticuerpos policlonales contra la proteína EhRab8 se inoculó 

la proteína recombinante His-EhRab8 purificada en dos conejos (48 y 49) de la 

especie Nueva Zelanda durante tres meses. Los títulos de los anticuerpos 
producidos fueron cuantificados por la técnica de ELISA. La reacción se 

monitoreo en un lector de ELISA a 405 nm, los datos fueron procesados y 

graficados con el programa GraphPad Prism. Los conejos tuvieron diferente 

respuesta al inmunógeno; el título alcanzado por el conejo 48 fue menor al del 

conejo 49: 71280 y 92890 respectivamente, la Tabla 6 resume los títulos 
obtenidos. 

FECHA TITULO 

Sangría 48 
2119199 2009 
4110199 5138 
18/10/99 12020 
5111199 20810 
18/11/99 32350 
3112199 (Blanco) 71280 

Tabla 6. Títulos medidos por ELISA 

4.1 O "Western blot" con suero total. 

49 
2058 
12500 
23790 
39610 
49740 
92890 

Para evaluar la sensibilidad de los anticuerpos obtenidos se realizó un 

análisis por "Western blot'' utilizando diferentes cantidades de proteína His
EhRab8 purificada (50ng-500ng). Como primer anticuerpo se utilizó una dilución 

I :500 del suero del última sangrado de cada conejo. La Figura 18 muestra los 

resultados. Los anticuerpos anti His-EhRab8 presentes en el suero de ambos 

conejos detectz.n 50 ng de prüteír1a His-EhRab8. 
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4.11 Purificación de los anticuerpos. 

4.11.1 Expresión de la proteína recombinante His-GFPCOOHRab8. 

Para obtener anticuerpos que reconocieran específicamente a la proteína 

EhRab8 decidimos purificar los anticuerpos por cromatografia de afinidad 

utilizando como inmunoadsorbente la región carboxilo terminal de la proteína 

EhRab8. Esta región es la zona menos conservada entre las proteínas Rab, y por lo 

tanto, le da la especificidad a cada proteína. Para esto se construyó una proteína de 

fusión en donde las últimas 108 pb ubicadas en el 3' terminal de E hRab8 se 

fusionaron en el 3' del gene que codifica para la proteína verde fluorescente 

(GFP). La secuencia que codifica para el carboxilo terminal de E hrab8 se 

amplificó por PCR utilizando los oligonucleótidos Rab 8.6 y stop Rab 8.5 (ver 

Materiales y Métodos). El fragmento amplificado se clonó en los sitios de 

restricción BamHI y HindlII del vector pQE30-GFP en el extremo 3' de la 

secuencia codificante de la proteína GFP. La proteína recombinante resultante, 

His-GFPCOOHRab8, fue expresada y purificada de la misma forma que la 

proteína recombinante His-EhRab8. Se analizaron las fracciones de la purificación 
de la proteína en un gel SDS-PAGE al 15%, en las fracciones correspondientes a 

la elución se observó una banda de aprox. 27 kDa correspondiente al tamaño 

esperado. En la Figura 19 se esquematiza la estructura primaria de la proteína His

GFPCOOHRab8. 

4.11.2 Acoplamiento de la proteína recombinante a sefarosa 4B-CNBr y 

purificación de los anticuerpos anti-COOHRab8. 

Aproximadamente 1 mg de proteína recombinante His-GFPCOOHRab8 purificada 

se dializó contra 0.1 M NaCOOH3 para quitarle el imidazol y el Tris, y tener una 

composición iónica adecuada para la reacción de acoplamiento. La proteína 

dializada se acopló a 0.5 gr de sefarosa 4B activada con CNBr. La reacción de 

acoplamiento se lleva a cabo entre los grupos amino de la proteína y el bromuro de 

cianógeno de la sefarosa. La eficiencia de la reacción se sigue por adsorhancia a 

280 nm midiendo la cantidad libre de proteína que no se acopla a la resina. La 

eficiencia del acoplamiento de la proteína recombinante fue de un 90%. 
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Figura 18 Western Blot con suero total. Se muestra el 
reconocimiento de diferentes concentraciones de proteína 
recombinante His-EhRab8 por los anticuerpos anti His-EhRab8 
presentes en el suero total . 

Esquema de la estructura primaria de la proteína recombinante 
His-GFPCOOHRab8 

CCCH 

GFP COOHRS 

Figura 19 Fusión traduccional del la proteína His-GFP al extremo COOH 
terminal de EhRab. Las Histidinas se representan en gris y la proteína GFP en 
blanco. 
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El inmunoadsorbente sefarosa 4B -His-GFPCOOHRab8 se empacó en una 
columna para purificar por afinidad anticuerpos contra el carboxilo terminal de 
EhRab8 a partir del suero de los conejos inmunizados con la recombinante His
EhRab8. Se pasaron por la columna 2.5 mi del suero total del último sangrado de 
cada conejo, los anticuerpos específicos contra el carboxilo terminal se pegan a la 
columna, son eluidos con ácido acético O.IM y neutralizados en Tris-HCI IM. La 
purificación de los anticuerpos se sigue por absorbancia a 280 nm. A partir de 2.5 
mi de suero se obtienen aprox. 0.575 mg/ml de anticuerpos purificados anti
COOHRab8. 

4.11.3 Caracterización de los anticuerpos anti-COOHRab8. 

Para evaluar si los anticuerpos purificados anti-COOHRab8 reconocen a la 
proteína Rab8 de amiba, se realizó un análisis por "Western blot''. En el gel se 
cargaron: lisado de amibas aproximadamente 50,000 células y 50 ng de la proteína 
recombinante His-EhRab8 El gel se transfirió a una membrana de nitrocelulosa y 
se realizaron las incubaciones correspondientes según la técnica de Western blot. 
Como primer anticuerpo se utilizó 1 µg/ml de anti-COOHRab8. En la Figura 20 
podemos observar los resultados. Los anticuerpos anti-COOHRab8 reconocen a la 
proteína Rab8 amibiana como una proteína de 23 kDa. Los anticuerpos también 
reconocen una proteína de un peso molecular aproximado de 50 kDa. Dadas las 
condiciones de la purificación, esperábamos que los anticuerpos anti-COOHRab8 
reconocieran únicamente a la proteína EhRab8, por lo que en los siguientes 
experimentos nos dedicamos a quitar la inespecificidad del reconocimiento de la 
proteína de 50kDa. El reconocimiento de los anticuerpos purificados del suero de 
cada uno de los conejos es muy similar, por lo que para los experimentos 
posteriores se juntaron los sueros de la última sangría de los dos conejos y se 
purificó más anticuerpo. 

Desconocíamos la identidad de la proteína de 50 kDa reconocida por los 
anticuerpos anti-COOHRab8, una posibilidad podía ser que se tratara de un 
dímero de la proteína EhRab8. Para responder esta pregunta realizamos un 
"Western blot'' de un gel con lisado total de amibas tratado en condiciones no 
reductoras, es decir las muestras a analizar no son tratadas con ~-mercaptoetanol. · 

Los resultados se muestran en la Figura 21. Los anticuerpos reconocieron 
nuevamente a las dos proteínas. Con los resultados de este experimento 
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descartamos que la proteína de 50 kDa fuera el dímero de EhRab8, ya que de ser 
así, en condiciones no reductoras la proteína de 50 kDa no sufriría procesamiento 

de sus puentes disulfuro y por lo tanto en el gel observaríamos una sola banda de 
alto peso molecular correspondiente al dímero de la proteína EhRab8. 

Otra posibilidad para explicar el reconocimiento de la proteína de 50 kDa 
era que la preparación de anticuerpos purificados estuviera contaminada con 
anticuerpos contra proteínas de E.coli que estuvieran reconociendo a la proteína de 
alto peso molecular en amiba. Esto podía ser posible ya que la proteína 
recombinante EhRab8 que se utilizó como inmunógeno se expresó en E.coli, y la 
purificación de la proteína no es al 100%. En la preparación copurifican con la 
proteína de interés proteínas de alto peso molecular, estas proteínas son poco 
abundantes por lo cual se esperaba que fueran poco inmunogénicas. Sin embargo 
se han visto casos de proteínas poco abundantes pero altamente inmunogénicas. 
Para responder esta interrogante, realizamos un "Western blot'' de un gel SDS
P AGE 15% en donde en cada carril se cargó Iisado total de amiba. El gel se 
transfirió a nitrocelulosa y cada carril por separado fue incubado con una mezcla 

de 1 µg/ml de anticuerpos anti-COOHRab8 + O, 0.2, 0.5, 1, 2 ó 5 mg/ml de 
proteínas totales de E.coli según el carril. Esta mezcla fue preincubada 
previamente durante una hora y se utilizó como primer anticuerpo. Los resultados 
se muestran en la Figura 22. Esperábamos que las proteínas de E.coli compitieran 
con los sitios de reconocimiento de los anticuerpos anti-proteínas de E.coli en el 
caso de que hubiera de este tipo de anticuerpos en la preparación y evitaran el 
reconocimiento de la proteína de alto peso molecular. Sin embargo, no hubo 
competencia con las proteínas de E.coli, los anticuerpos anti-COOHRab8 siguen 
reconociendo a las dos proteínas. 

Hasta el momento de acuerdo a los resultados de los experimentos 
anteriores, sabíamos que la proteína de alto peso molecular no era un dímero de la 
proteína EhRab8 y sabíamos que nuestra preparación de anticuerpos anti
COOHRab8 no estaba contaminada con anticuerpos anti-proteinas de E.coli que 
reconocieran a la proteína de alto peso molecular en amiba. Estos resultados nos 
llevaron a pensar que los anticuerpos anti-COOHRab8 tenían una reacción cruzada 
entre dos proteínas distintas, es decir, los mismos anticuerpos reconocen un 
epítope compartido presente en las dos proteínas EhRab8 y la proteína de 50 kDa. 
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Figura 20. Reconocimiento de los anticuerpos purificados contra el carboxilo 
terminal de EhRab8. Se muestra el reconocimiento de los anticuerpos anti
COOHRab8 purificados de los conejos 48 y 49 inmunizados con His-EhRab8. 
Como primer anticuerpo se utilizó l µg/ml de anticuerpos anti-COOHRab8. 
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Figura 21. Se muestran los resultados del Western blot de un gel SDS-PAGE al 
15% en condiones no reductoras. 
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A la par de los experimentos descritos anteriormente se sintetizó un péptido 
NH2-CQSAQPGIVDPTQQTQPTE-OH (péptido CRab8 síntetizado por la 
compañía BIOSYNTHESIS (USA) correspondiente a los aminoácidos 177 a 194 
del carboxilo terminal de EhRab8) ya que en otros estudios con proteínas Rab de 
amiba se había utilizado esta región para producir anticuerpos. El péptido se 
acopló a sefarosa-tiopropilo y se empacó en una columna para purificar 
anticuerpos antipéptido por afinidad a partir del suero total de los conejos 
inmunizados con la proteína recombinante His-EhRab8. El reconocimiento de los 
anticuerpos purificados se analizó por el "Western blot'' de un gel SDS-PAGE 
15% con lisado total de amibas, se realizaron a la par experimentos de 
competencia con el péptido utilizando como primer anticuerpo en el "Western 
blot'' una mezcla de lµg/ml de anticuerpos anti-péptido (anti-CRabS/177-194) 

preincubados durante 1 h con 5 µg/ml del péptido CRab8. La Figura 23 muestra el 
resultado de este experimento. Los anticuerpos antipéptido reconocen también a 
las dos proteínas en amiba. Un exceso de péptido CRab8, compite con las 
proteínas amibianas por el reconocimiento de los anticuerpos antipéptido. Al 
parecer el péptido se encuentra dentro de la región que reconocen los anticuerpos 
en las dos proteínas responsable de la reacción cruzada. 

El siguiente experimento que hicimos fue pasar por la columna que 
contiene el inmunoadsorbente sefarosa-tiopropilo-péptido los anticuerpos anti
COOHRab8 previamente purificados. Los anticuerpos se pasaron varias veces por 
la columna de sefarosa-tiopropilo-péptido para evitar pegados inespecíficos. La 
fracción con afinidad por el péptido CRabS/177-194 así como la fracción de 
anticuerpos no pegados a la resina (anticuerpos contra el resto del carboxilo 
terminal de EhRab8 es decir, la región entre los resíduos 165-176 ó anti
CRabS/165-176) se utilizaron como ler anticuerpo en un análisis de Western blot. 
Los resultados obtenidos con los anticuerpos anti-CRabS/177-194, tal y como 
había sido observado en experimentos anteriores, reconocen a las dos proteínas de 
23 y 50 kDa (resultados no ilustrados). Por el contrario los resultados obtenidos 
con la fracción no pegada (anticuerpos anti-CRabS/165-176) fueron inesperados: 
los anticuerpos reconocen únicamente a la proteína Eh.Rab8 de 23 kDa. No se 
observó reacción con la proteína de 50 kDa (Figura 24). La Figura 25 resume la 
estrategia utilizada para obtener anticuerpos específicos contra la proteína 
EhRab8, la región que reconocen los anticuerpos específicamente se encuentra en 
el carboxilo terminal de EhRab8 en los aminoácidos 165-176. Serán estos 
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Figura 22. "Western Blot'' con competencia de proteínas de E.co/i. El carril 1 
corresponde al marcador, en los carriles 2-8 se cargó lisado de 100 000 amibas, el Western 
de incubó con 1 µg/ml anticuerpos anti-COOHRab8 preincubados previamente con 
diferentes concentraciones de proteínas de E.coli. 

Reconocimiento Fracción pegada 
(anticuerpos antiCRabS/177-194) 

2 3 4 5 2 3 4 5 

kDa - ! 
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.__ ,. .. 

47.5 
32.5 - -- -25 -

1 µg/ml anti-péptido 1 µg/ml anti-péptido + 5 µg/ml péptido 

1 1 
Figura 23. "Western Blot'' de la fracción pegada anticuerpos anti-péptido. Los carriles 
corresponden a l. Marcador, 2. Lisado de l 00 000 amibas, 3. Lisado de 50 000 amibas, 4. 
Proteína HGFPCOOHRab8, S. BSA-Péptido. El gel de la derecha se compitió con un exceso 10 
molar de péptido CRab8. 
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"Western blot" de los anticuerpos anti-EhRab8 
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Figura 24. Reconocimiento de Rab8 en lisado de amiba. Los anticuerpos 
anti-.E'hRab8 (anti-CRab8/165-176) reconocen específicamente a la proteína 
Rab8 amibiana, su masa molecular aproximada es de 23 kDa. 



Purificación de anticuerpos anti-EhRab8 
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Figura 25. Se muestra la estrategia utilizada para purificar 
anticuerpos específicos contra EhRab8. 
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anticuerpos, en lo sucesivo denominados anti-EhRab8, los que utilizemos en 
experimentos de citolocalización. 

4.12 Citolocalización 

Teniendo los anticuerpos específicos contra EhRab8, el siguiente paso fue 
localizar a la proteína Rab8 en amiba. La localización se llevó a cabo por 
inrnunocitoquímica en un microscopio confocal. Los trofozoítos de amiba se 
incubaron con 5 µg/ml de anticuerpos anti-EhRab8. Se realizaron tinciones dobles 

con PI (Ioduro de propidio) para observar el núcleo. Las imágenes obtenidas en el 
microscopio confocal fueron procesadas con la colaboración del Dr. Roberto 
Stock utilizando el programa Voxel View (Vital Images, Inc) que permite la 
reconstrucción de volúmenes en 3D. Los resultados ilustrados en la Figura 26 
muestran dos imágenes en donde se aprecia la localización de EhRab8. La figura 
26 A es una proyección plana de un trofozoito de amiba mientras que la Figura 26 
B muestra 5 cortes ecuatoriales de la proyección plana. EhRab8 se localiza en 
estructuras vesiculares pequeñas y mayoritariamente en la membrana plasmática. 
Las observaciones son reproducibles en todas las células analizadas y la 
localización encontrada es similar a la reportada para otros organismos. 

70 



... 

.. 

Localización de la proteína Rab8 en amiba 

A B 

Figura :26. Localización de Rab8 amibiana. A. Muestra una proyección plana de la 
proteína Rab8 en amiba, en verde se muestra a Ehrab8, en rojo se muestra el núcleo 
del trof ozoito teñido con PI. B. Muestra la proyección de 5 cortes ecuatoriales en 
donde se observa la distribución periférica de EhRab8. 71 



VDISCUSION 

Entamoeba histolytica es el parásito protozoario causante de la amibiasis 
humana. La amiba es considerada como un eucariote primitivo ya que entre otras 
características, estructuralmente es bastante simple, no cuenta con los elementos 
típicos de la maquinaria secretora observada en eucariotes superiores como son 
RE y Aparato de Golgi. La patogenicidad de este parásito está asociada a su alta 
actividad secretora y una de las interrogantes más grandes en este parásito es 
conocer los detalles del mecanismo que utiliza para llevar a cabo el tráfico de 
proteínas, que ha sido poco estudiado. En vista del importante papel que juegan las 
proteínas Rab/YPT en la regulación del tráfico vesicular y su utilidad como 
marcadores específicos de compartimentos a lo largo de la vía secretoria, 

decidimos caracterizar a la proteína Rab8 de E. histolytica con el objeto de contar 
con un marcador tardío del tráfico de proteínas en este parásito. 

5.1 Clonación y secuenciación del gene Ehrab8 

En este trabajo se aisló el gene Ehrab8 a partir de un tamizado en un banco 
genómico de E. histolytica utilizando como sonda un fragmento reportado como 
un EST. La identidad del gene aislado se determinó realizando los siguientes 
análisis: análisis de homología utilizando el programa BLAST tanto de la 
secuencia nucleotídica como la deducida en aminoácidos, alineamientos con 
proteínas tipo Rab8 mediante el programa GeneWorks, identificación a nivel de 
secuencia primaria de los motivos estructurales de unión a GTP conservados entre 
las GTPasas y de motivos estructurales característicos de proteínas Rab, tales 
como motivos RabF, dominio efector y motivo Cys-Cys. De acuerdo a los 
resultados de los análisis realizados p·odemos afirmar que el gene amibiano aislado 
es un gene homólogo a rab8/SEC4. Es posible que el gene Ehrab8 sea altamente 
expresado en amiba ya que la técnica de EST aísla principalmente genes con un 
alto nivel de expresión, lo cuál estaria de acuerdo con su función como regulador 

del tráfico vesicular. 

La secuencia codificante del gene Ehrab8 es de 600 pb. En base a los datos 

de la composición nucleotídica podemos observar que la región codificante es rica 
en los nucleótidos A y T, principalmente en la tercera posición del codon, 
característica conservada en los genes amibianos [Bruchhaus et al, 1993]. El 
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análisis de la secuencia obtenida mostró la presencia de un intrón de 58 pb 
flanqueado por los nucleótidos GT y AG, secuencias donadoras y aceptoras 
conservadas, características de "splicing" en eucariotes. Las características que 
presenta el intrón de Ehrab8 son las observadas en otros intrones, es pequeño, 
menor de 100 nucleótidos y muestran los nucleótidos característicos de "splicing" 
encontrados en intrones de eucariotas superiores [Bhattacharya, 2000]. La 
presencia de intrones en genes de amiba es poco común por lo que Ehrab8 se une 
al reducido grupo de genes que contienen intrones. Durante mucho tiempo se 
pensó que los genes de amiba no contenían intrones, la identificación de éstos 
sugiere la presencia de procesos más avanzados en la genética del parásito que no 
eran conocidos. La presencia de intrones en genes de transporte de amiba no es 
muy clara, pero dada la utilización de estos genes quizás las amibas desarrollaron 
un mecamsmo para preservar estos genes que le son esenciales para sus 
fenómenos vitales. 

El uso de codones de Ehrab8 fué analizado utilizando el programa Codon 
Preference del paquete GCG. La secuencia de Ehrab8 fue comparada contra la 
tabla de uso de codones de E. histolytica del programa. Ehrab8 muestra un uso de 
codones preferencial de E. histolytica conservado en el primer marco de lectura, 
corroborando de esta forma que el gene aislado es un gene amibiano. 

5.2 Elementos regulatorios del gene Ehrab8 

Los elementos regulatorios en la región 5' no traducida del gene Ehrab8 
incluyen 2 cajas TATA putativas TATAATTA y TATTAATT identificadas por 
homología con la caja TATA consenso TATTTAAA reportada en amiba 
[Bruchhaus et al, 1993], una caja CAAT putativa identificada por homología con 
la secuencia concenso para otros eucariotes. El sitio de inicio de la transcripción se 
determinó experimentalmente por 5' RACE. La secuencia de inicio de la 
transcripción AAAA se encontró a -1 1 pb corriente arriba del inicio de la 
traducción (ATG), la secuencia encontrada difiere de las secuencias consenso 
ATCA/ATTCA reportadas para otros genes de amiba [Brucru'iaus et al, 1993]. De 
acuerdo a alineamientos de la secuencia genómica de Ehrab8 y la secuencia 
obtenida por 5' RACE se observó que el RNA mensajero sufre un proceso de 
maduración por "capping". El proceso de maduración por capping ha sido poco 
observado en los genes de amiba, el hecho de que Ehrab8 presente este proceso es 
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muy interesante ya que además de confirmar la existencia de este tipo de procesos 

en amiba nos hace pensar en que la amiba a pesar de considerarse un organismo 

primitivo cuenta con este tipo de procesos especializados observados en eucariotes 

superiores. El gene EhrabS presenta una señal consenso de poliadenilación CA TI 

similar a la reportada para otros genes de amiba [Bruchhaus et al, 1993], 

5.3 Secuencia polipeptídica deducida y homología de EhRab8 

La identidad a nivel de proteína de EhRab8 con sus homólogos en otros 

organismos es bastante alta (de 47% a 63%), el porcentaje mayor de identidad 

(63%) se observa con C. elegans, seguido por S. pombe y D. discoideum (62% y 

61 %, respectivamente), lo cuál nos habla acerca del alto grado de conservación de 

este gene a lo largo de la escala evolutiva. 

La proteína EhRab8 muestra las características típicas de las proteínas Rab. 

Contiene los cuatro motivos involucrados en la unión a GTP: GESGVGKS, 

DT AGQ, NKCD Y ETSAK altamente conservados. En su carboxilo terminal 

presenta dos residuos cisteína, a diferencia de otros homólogos como Rab8 en 

mosca y rata que presentan solo un residuo cisteína. A pesar del alto grado de 

identidad entre las proteínas Rab en la región que contiene los motivos de unión a 

GTP, la especificidad de cada Rab esta determinada por su carboxilo terminal y el 

loop efector, los cuales son únicos para cada proteína Rab. En nuestro caso 

estamos seguros que clonamos el gene que codifica para EhRab8 y no para otra 

Rab porque la sonda utilizada para pescar el gene contiene el loop efector de la 

proteína (por lo que asumimos que es específica para EhRab8) y por las 

condiciones de alta astringencia utilizadas en el tamizado. La identidad de EhRab8 

fué confirmada por los análisís antes me·ncionados. 

Por otro lado, los resultados sugieren que la proteína EhRab8 es funcional 

en amiba ya que se expresa y es reconocida por los anticuerpos generados contra 

ésta. En estudios futuros se pretende caracterizar a nivel funcional a EhRab8, 

evaluando su capacidad para unir e hidroiizar GTP y estudios de complementación 

en levadura. 
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5.4 "Northern blot" y "Southern blot" 

Desde un inicio sabíamos que el gene Ehrab8 se expresaba en amiba ya que 
un fragmento del gene fue identificado a partir de un EST de amiba; sin embargo, 
para conocer el tamaño del transcrito del gene utilizamos la técnica de "Northem 
blot''. Como sonda utilizamos las últimas 150 pb ubicadas en el extremo 3' de la 

secuencia de Ehrab8. Utilizamos esta secuencia debido a que es la región mas 
variable a nivel de proteína entre las proteínas Rab asegurando mayor 
especificidad en la detección. Ehrab8 se expresa como un transcrito único de 0.725 
Kb. 

El número de copias del gene Ehrab8 en amiba se determinó por la técnica 
de "Southem blot''. El gene Ehrab8 se encuentra como copia única en el genoma 
de la amiba. Se ha observado en algunos eucariotes la duplicación de genes que 
codifican para proteínas muy utilizadas por el organismo. La amiba es un 
organismo con una alta actividad secretora, por lo que los genes que codifican para 
proteínas que participan en el transporte seguramente son muy utilizados, sin 
embargo en el caso de E hrab8 es suficiente con una única copia para los 
requerimientos de la amiba. 

5.5 Obtención y caracterización de anticuerpos anti-EhRab8. 

Para obtener anticuerpos específicos contra la proteína EhRab8, 
purificamos los anticuerpos contra el carboxilo terminal de EhRab8, esta región es 
la más variable entre las proteínas Rab y esperábamos purificar anticuerpos que 
reconocieran únicamente a EhRab8. Los anticuerpos purificados reconocieron a 
EhRab8 pero también reconocieron a una proteína de 50 kDa específica de amiba 
ya que no es reconocida en E.coli. De acuerdo a los resultados de los experimentos 
realizados nos dimos cuenta que nuestros anticuerpos reconocían un epítope 
compartido en las dos proteínas. La proteína de 50 kDa no fue caracterizada ya 
que no era el objetivo de este trabajo, si bien queda abierta la posibilidad de que 
sea una proteína involucrada en transporte que interactúa con EhRab8. Sería muy 

interesante poder probarlo. Sin embargo, también existe la posibilidad que sólo 
tenga el epítope por azar y no esté relacionada con nuestra proteína de interés. 
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En los estudios realizados con proteínas Rab reportados en mamífero y 
levadura, los anticuerpos por lo general los producen utilizando péptidos sintéticos 
diseñados a partir de la región carboxilo terminal de la proteína y de esta manera 
obtienen anticuerpos específicos, o bien realizan fusiones traduccionales del gene 
de interés con una etiqueta comercial (como HA) y los anticuerpos que utilizan 
van dirigidos contra ésta. En nuestro caso inexplicablemente una parte del 
carboxilo terminal resultó ser compartida por dos proteínas, sin embargo después 
de muchos experimentos fallidos logramos encontrar una estrategia para purificar 
anticuerpos específicos contra EhRab8. 

5.6 Citolocalización de la proteína EhRab8 

Las proteínas Sec4/Rab8 juegan un papel esencial en la etapa final de la 
ruta secretoria [Salminen y Novick, 1987; Pfeffer, 1992]. La localización de estas 
proteínas ha sido estudiada con mutantes termosensibles y estudios de microscopía 
confocal inmunofluorescente y microscopía inmunoelectrónica [Walworth et al, 
1989; Huber et al, 1993]. Los estudios indican que las proteínas Sec4/Rab8 se 
localizan en la región Golgi, estructuras vesiculares y la membrana plasmática. 

La localización de la proteína EhRab8 en amiba fue estudiada por 
microscopía confocal inmunofluorescente utilizando los anticuerpos específicos 
contra la proteína. EhRab8 se localizó en estructuras vesiculares y 
mayoritariamente cerca de la membrana plasmática. La localización observada es 
consistente con la de sus homólogos en otros organismos como mamífero y 
levadura. Al igual que otras proteínas Rab amibianas, EhRab8 se localiza en 
pequeñas vesículas pero tiene una localización periférica muy marcada lo que 
sugiere la participación de la proteína EhRab8 en procesos regulatorios en la etapa 
final de la secreción entre el trans-Golgi y la membrana plasmática. 

En amiba se ha reportado la identificación de proteínas Rab involucradas en 
endocitosis tales como las proteínas Rab7, Rab 11, RabS localizadas en 
compartimentos endosomales de E. histnlytica y RabB implicada en endocitosis 
[Temesvari et al, 1999); [Saito-Nakano et al, 2000]; [Rodriguez et al, 2000). La 
proteína RabA también ha sido identificada [Temesvari et al, 1999] pero no se 
conoce aún su función. Junto con estos datos se suma la caracterización de la 
proteína Rab8 realizada por nuestro laboratorio. Dado que la proteína Rab8 
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participa en el proceso de regulación del tráfico vesicular a la membrana 
plasmática su estudio servirá como una herramienta muy importante para la 

caracterización de la regulación de la etapa final de tráfico vesicular en amiba. El 
hallazgo de proteínas especializadas en un punto particular del tráfico de proteínas 
como las proteínas Rab y otras proteínas que participan a la largo de la vía 
secretora nos permite especular acerca de como se encuentra organizada la 
maquinaria de tráfico de proteínas amibiana. Al parecer la amiba, a pesar de ser un 
organismo muy simple a nivel estructural y bioquímico, contiene los elementos 
indispensables para llevar a cabo el transporte de proteínas de manera análoga a la 
presente en organismos más avanzados. La caracterización de marcadores 
moleculares específicos de compartimentos y transporte en amiba nos permitirá 
llevar a cabo la caracterización de la maquinaria secretora del parásito y poder 
discernir en un futuro acerca de la existencia de los equivalentes funcionales a 
compartimentos membranosos en amiba y la caracterización del transporte 
vesicular. 
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VI Conclusiones 

En la presente tesis hemos caracterizado al gene rab8 de Entamoeba 

histolytica. Obtuvimos la secuencia completa del gene, lo expresamos como 
proteína recombinante y generamos anticuerpos específicos que nos permitieron 
citolocalizar a la proteína Rab8 en amiba. Las conclusiones obtenidas se listan a 
continuación: 

l. Hemos obtenido la secuencia completa del gene Ehrab8, el marco abierto de 
lectura del gene Ehrab8 es de 600 pb interrumpido por un intrón de 58 pb 
flanqueado por las secuencias consenso en células eucariotes. El inicio de la 
transcripción de Ehrab8 se encuentra a -11 pb río arriba del inicio de la 
traducción. El uso de codones del gene es caracteristico de amiba. 

2. Northern y Southern blot. El gene Ehrab8 se expresa como un transcrito de 
O. 725 Kb y se encuentra como copia única en el genoma de Entamoeba 

histo/ytica. 

3. Secuencia polipeptídica deducida. La secuencia nucleotídica del gene predice 
un polipéptido de 200 aa con una masa molecular de 22 272 daltons. Los 
alineamientos realizados de la secuencia de EhRab8 con sus homólogos 
indican identidades entre un 47% y un 63%. A nivel de la estructura primaría 
fueron identificados en la secuencia amibiana motivos característicos de la 
familia de las proteínas Rab como son los motivos de unión a GTP, los 
motivos RabF y el motivo Cys-Cys en el carboxilo terminal. 

4. Localizamos a la proteína Rab8 en amiba. Generamos anticuerpos 
específicos contra la proteína His-EhRab8. La proteína Rab8 amibiana se 
localiza en estructuras vesiculares en la periferia celular. 
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VII Perspectivas 

En este momento contamos con un marcador tardío de la ruta secretoria en 

amibas, este marcador junto con otros ya caracterizados en el laboratorio, se 
utilizará como herramienta en estudios de microscopía electrónica y confocal para 
contribuir a la caracterización de la ruta secretoria de E. histolytica. En un futuro 
sería muy interesante comenzar a hacer estudios de fraccionamiento subcelular e 
inmunoprecipitación para caracterizar las vesículas en donde se localiza la 
proteína e identificar las proteínas efectoras con las que interactua. De igual forma 
el estudio de antisentidos contra EhRab8 será una herramienta muy valiosa para la 
caracterización funcional de la proteína en amiba. 
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