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RESUMEN

Las proteinas Rab son GTPasas de bajo peso molecular pertenecientes a
la familia de las proteinas Rab, su funcion consiste en regular el trifico
vesicular a lo largo de la via biosintética y endocitica en células eucariotas. La
proteina Rab8 de mamifero y su contraparte en levadura Sec4 han sido
implicadas como reguladores del trafico vesicular del TGN hacia la membrana
plasmatica.

Hemos caracterizado un homoélogo de Sec4/Rab8 en el parasito causante
de la amibiasis Entamoeba histolytica. Ehrab8 tiene un marco abierto de lectura
de 600 pb y predice un polipéptido con un peso molecular teérico de de 22,272
Daltons. Alineamientos de EA4Rab8 con otras proteinas Rabs han demostrado
que EAhRab8 muestra un alto porcentaje de idéntidad a nivel de aminoacidos
con proteinas tipo Rab8 de otros eucariotes: 61% con SAS1 de Dictyostelium
discoideum, 62% con YPT2 de Saccharomyces pombe, 58% con Rab8 de
humano and 47% con Secd4 de Saccharomyces cerevisiae. El uso de codones
del gene Ehrab8 es caracteristico de E. histolytica. Los dominios funcionales
previamente definidos para las Rab GTPasas estuvieron presentes en la
secuencia amibiana, tales como los dominios de unién a GTP, el dominio
efector y el motivo C-C carboxilo terminal. La proteina recombinante His-
EhRab8 fu¢ expresada en E.coli y utilizada para la produccién de anticuerpos
anti£ARab8, los anticuerpos fueron purificados y utilizados en la
citolocalizacidén de EARab8 en amiba, los resultados indican que la proteina se
encuentra localizada en estructuras vesiculares y en la membrana plasmatica.




L INTRODUCCION
1.1 Generalidades de la via secretoria.

En células procariotas y eucariotas, los procesos especializados tales como
secrecion y transduccién de sefiales, asi como las reacciones enzimiticas del
metabolismo intermediario, son organizados dentro de membranas vy
compartimentos membranosos en el interior de la células, respectivamente. Las
caracteristicas bioquimicas de cada compartimento y la especificidad y
direccionalidad de los procesos secretorios puede ser mantenidas sdlo si existen
los mecanismos necesarios para el "targeting" selectivo de las proteinas a su
localizacion subcelular correcta, para su transporte activo a través de membranas y
para sus modificaciones covalentes y conformacionales.

Las proteinas nacientes contienen sefiales que determinan su destino final.
En Escherichia coli, las proteinas recién sintetizadas pueden permanecer en el
citosol, ser insertadas o transportadas a través de 1a membrana interna, permanecer
en el espacio peripldsmico o bien, se insertan en la membrana plasmatica
[Rothblatt ez al, 1994]. En contraste, la via secretoria en eucariotes comprende una
serie de compartimentos a través de los cuales un gran nimero de proteinas se
dirigen hacia el espacio extracelular {Palade, 1975]. Las proteinas que van a ser
secretadas, asi como las proteinas destinadas al reticulo endoplasmico (RE),
aparato de Golgi, lisosomas y membrana plasmatica contienen una secuencia sefial
hidrofébica en el amino terminal que es reconocida por un multimero
ribonucleoproteico llamado Particula de Reconocimiento de Sefial (SRP, del inglés
Signal Recognition Particle). Al emerger del ribosoma, la secuencia sefial es
reconocida por el complejo SRP, se detiene la traduccion y el complejo ribosoma-
SRP-péptido naciente es dirigido hacia la membrana del RE. La interaccién del
SRP con su receptor, presente en la membrana del RE, marca la pauta para que
reinicie la traduccidn, el SRP se separa del complejo y el péptido naciente es
cotranslocado al RE. Posterior a la translocacion, las proteinas son modificadas en
el lumen de este compartimento: la secuencia sefial amino terminal es cortada por
una peptidasa sefial que reconoce al péptido sefial, se forman los puentes disulfuro
y muchas proteinas son glicosiladas [Kornfeld and Kornfeld, 1985]. Con
excepcion de aquellas proteinas retenidas selectivamente por ser residentes del RE
[Peiham, 1989], las proteinas son transportadas al complejo de Golgi mediante




Golgi mediante vesiculas de transporte. En el Golgi, las proteinas sufren
modificaciones (p.e. glicosilacion terminal) y son dirigidas hacia su destino final:
lisosomas, membrana plasmatica o medio extracelular [Pryer ef a/, 1992; Rothman
and Orci, 1992].

1.2 Trafico vesicular de proteinas en células eucariotes.

Las células eucariotes estan organizadas en miltiples compartimentos, cada
uno con su propio conjunto de proteinas celulares. El establecimiento de esta
compleja red de organelos, muchos de los cuales intercambian componentes
quimicos, depende del transporte apropiado de proteinas. En eucariotes, tanto
unicelulares como pluricelulares, el trafico entre organelos dentro de la via
secretoria ocurre cuando vesiculas derivadas de membranas de un compartimento
donador se fusionan con membranas de un compartimento aceptor especifico.
Estas vesiculas funcionan como unidades acarreadoras que transfieren
direccionalmente moléculas cargo (proteinas, lipidos) entre distintos
compartimentos subcelulares [Gonzalez and Scheller, 1999]. La Figura 1 muestra
un esquema del trafico vesicular entre compartimentos. Este proceso es regulado
por componentes proteicos localizados en la membrana donadora, en la vesicula
de transporte y la membrana blanco, asi como factores solubles localizados en el
citoplasma. Entre los componentes proteicos localizados en la membrana tenemos
a la familia de proteinas SNARE que estan presentes en la membrana de las
vesiculas de transporte (v-SNARE) y la membrana del organelo blanco o "target"
(t-SNARE). Las proteinas SNARE sirven como receptores de factores solubles
necesarios para el "docking" y la fusién de la vesicula a la membrana blanco.
Entre los componentes solubles localizados en el citoplasma, los mejor
caracterizados son la familia de proteinas Rab/YPT de la superfamilia de pequefias
GTPasas (también denominadas "small GTP-binding proteins" o proteinas que
unen GTP pequefias). Estas proteinas han sido implicadas como reguladores del
"docking" vesicular y del apareamiento entre proteinas v-SNARE y t-SNARE .

Los componentes proteicos requeridos para el transporte vesicular de
proteinas han sido bien conservados durante la evolucidon; por ejemplo, el
transporte entre membranas en levaduras y en las células de mamifero obedece
principalmente las mismas reglas y ambos usan €l mismo mecanismo molecular.




Trafico Vesicular en Eucariotes

Membrana
plasmatica

Aparato
de Golgi

Vesicula gemante
del RE

Figura 1. La imagen representa el trafico vesicular entre membranas
internas: RE, aparato de Golgi y membrana plasmatica.




Algunos componentes son especificos de una etapa de transporte en

particular, otros son comunes a lo largo de las vias secretora y endocitica. [Lazar,
1997].

1.3 Proteinas de la superfamilia de GTPasas.

Las proteinas que unen GTP son miembros de una gran familia de proteinas
presentes en todas las células eucariotas, donde realizan diversas funciones de
regulacién. Dependiendo de su composicion de subunidades y de su tamafio, se
clasifican como proteinas triméricas que unen GTP (también conocidas como
proteinas G clasicas), las cuales consisten en una subunidad o que une al
nucleétido guanina, una subunidad § y una subunidad y, y como proteinas
monomeéricas de bajo peso molecular (aprox. 20-25 kDa), también conocidas
como "small GTP-binding proteins" o proteinas que unen GTP similares a ras
[Ferro-Novick and Novick, 1993]. La primera GTPasa de bajo peso molecular
descubierta fue la proteina ras, de ahi su identificacion como proteinas similares a
ras.

En base al analisis de homologia de sus secuencias, las GTPasas pequeiias
se clasifican en 5 subfamilias: Ras, Rho, Rab, ARF y Ran [Hall, 1990; Boguski
and McCormick, 1993]. La subfamilia de las proteinas Ras esta involucrada en la
regulacion del ciclo celular, mientras que la subfamilia de las proteinas Rho
participa en la organizacién del citoesqueleto de actina. Las proteinas tipo Ran
juegan un papel central en el trafico de proteinas dentro y fuera del nucleo. Las
subfamilias de las proteinas Rab y ARF estan involucradas en ¢l control de
diferentes aspectos del transporte vesicular (ver Tabla 1).

Las GTPasas pequefias son hidrofilicas, no contienen dominios
transmembranales, por lo tanto, no son proteinas integrales de membrana pero se
pueden encontrar asociadas a la membrana. Para unirse a la membrana de las
vesiculas requieren de un grupo lipidico, el cual adquieren por una modificacién
post-traduccional llamada prenilacién. A excepcion de las proteinas Ran, todas las
demas GTPasas pequefias muestran uno o mas grupos lipidicos unidos
covalentemente. '




Subfamilia Miembros Funciones Biologicas

H-ras/Ki-ras/N-ras; Crecimiento
Ras R-ras; rapl A/b; rap2 A/B; Diferenciacion
RalA/B; TC21
RhoA/RhoB/RhoC; Actividad de Integrina
Rho ' Rac 1/2; CDC42/G25K; | Citoesqueleto de actina
RhoG; TC10 NADPH oxidasa
Rab Rabl ......... Rab26 Transporte vesicular

Transporte vesicular

ARF ‘ ARFI1 ...... ARF6 Estimulacion de PLD
(Phospholipase D)
Importe de proteinas
Ran Ranl nucleares

Tabla 1. Miembros de la superfamilia Ras en mamiferos.
(Tomada de Hall, A., Annu. Rev. Cell Bol, 1994, 10:31-54.)

1.4 Proteinas Rab

La familia de las proteinas Rab/YPT constituyen la subfamilia més grande
de la superfamilia de las proteinas ras. En levaduras, en general, se llaman YPT,
mientras que en mamiferos y otros organismos se conocen como proteinas Rab.
Las primeras proteinas Rab/YPT identificadas, fueron las proteinas Secdp y
YPTIp, encontradas en levadura [Salminen and Novick, 1987; Gallwitz et al,
1983]; a la fecha se conocen 11 proteinas mas en S. cerevisiae: YPT31p o YPTSp,
YPT32p, YPTS1p o YPT21p, YPTS2p, YPTS3p, YPT6p, YPT7p, YPTI0p y
YPT11p. En células de mamifero el nimero es mas grande, siendo mas de 40
proteinas Rab identificadas, incluyendo isoformas y proteinas homologas a las
proteinas YPT mencionadas (ver Tabla 2). El nimero de proteinas Rab
encontradas en mamifero correlaciona con la diversidad de las rutas de transporte
vesicular que se presentan en la variedad de tipos celulares a diferencia de las

levaduras.




1.4.1 Caracteristicas generales.

1.4.1.1 Localizacién de las proteinas Rab.
/

La mayoria de las proteinas Rab identificadas son ubicuas aunque su nivel
de expresion puede variar de un tipo celular a otro; sin embargo, algunas de ellas
son tipo-celular o tejido especificas. Muchas de las proteinas Rab han sido
localizadas usando anticuerpos especificos en una combinacion de experimentos
de fraccionamiento subcelular, inmunofluorescencia, microscopia confocal y
microscopia electronica. La Tabla 2 resume lo que se conoce acerca de la
localizacién intracelular de las proteinas Rab en mamifero y de las proteinas YPT
en levadura. Todos los organelos {excepto los lisosomas) involucrados en las vias
secretora y endocitica tienen por lo menos una proteina Rab asociada a su cara
citoplasmica. En la mayoria de los casos, las proteinas Rab estan asociadas a dos
compartimentos adyacentes (p.€. trans-Golgi y membrana plasmatica). Algunas de
ellas han sido encontradas asociadas a la cara citoplasmica de las vesiculas de
transporte y también en forma soluble en el citosol. En conjunto estos datos,
soportan la hipétesis de que las proteinas Rab estan involucradas en la unién y
fusion especifica de vesiculas de transporte a su compartimento aceptor [Martinez
and Goud, 1998].

Proteina Localizacién Funcion Referencias

Secd Vesiculas post-Golgi, Transporte del Golgi ala Goud et af, 1988; Salminen and
membrana plasmatica membrana plasmatica. Novick, 1987; Walworth et al, 1989.

YPTI RE, cis-Golgi Transporte del RE al Golgi, e | Jedd er al, 1995; Segev et al, 1988;

(RablAy intra-Golgi. Baker et al, 1990.

Rab1B)

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

YPT32 - Golgi a la vacuola.

YPTSE, Endosomas Transporte en la via Singer-Kruger et al, 1994.

YPT352, endocitica temprana.

YPT53

YPT6 ? Transporte intra-Golgi, v del Li and Warner, 1996; Tsukada and

{Rab6) ‘Golgi a la vacuola. Gallwitz, 1996.

YPT7 ? Transporte en la via Wichmann et af, 1992; Schimmoller

(Rab7) endogcitica tardia,fusidn and Riezman, 1993; Mayer and

hwinviipica de vacuolas. Wickner, 1997.
RablA, Compartimento Transporte del RE al Golgi ¢ Saraste et af, 1995; Tisdale ef al,
RablB intermedio cis-Golgi intra-Golgi 1992; Nuoffer et al, 1994; Plutner et
al, 1992; Pind et al, 1994; Wilson et
al, 1994,




Rab2 Compartimento Transporte del RE al Golgi Tisdale et al, 1992; Chavrier et al,
intermedio cis-Golgi 1950
Rab3A Vesiculas sinapticas, Exocitosis regulada en Darchen et al, 1990; Fischer von
granulos secretores neurcnas y células neuro- Moliard et af, 1990; Holz ef al,
endbcerinas 1994; Johannes et al, 1994,
Rab3B Vesiculas sinapticas? Regulan la exocitosis en Lledo et al, 1993; Weber er al, 1994,
Uniones de células neuronas?
epiteliales polarizadas
?
Rab3C Vesiculas sinapticas Similar a Rab3A? Fischer von Moliard et af, 1994.
Rab4 A, Endosomas tempranos Reciclaje de endosomas Van der Sluijs et al, 1992.
Rab4B tempranos a la membrana
plasmatica.
Rab5A, Membrana plasmatica, Transporte de la membrana Chavrier et al, 1990; Gorvel er af,
Rab3B, vesiculas cubiertas de plasmatica a endosomas 1991
Rab5C Clatrina, endosomas tempranos, fusion de Bucci ef ai, 1992;Li and Stahl, 1993;
tempranos endosomas tempranos. Stenmark et af, 1994; Horiuchi ef a/,
1995,
Rabé Medial/trans-Golgi TGN Transporte retrogrado intra- Goud et al, 1990; Antony et al,
Golgi? 1992; Deretic and Papermaster,
1993; Jasmin ef al, 1992; Tixier-
Vidal et al, 1993; Martinez et al,
1997.
Rab7 Endosomas tardios Transporte de endomas Chavier et al, 1990; Papini et al,
tempranos a tardios y de 1997.
endosornas tardios a lisosoma.
Rab8 Vesiculas basolaterales Transporte en células del Huber et al, 1993; Peranen et al,
post-Golgi, uniones en TGN a la Membrana 1996.
células polarizadas plasmatica basolateral
Rab9 Endosomas tardios, TGN Transporte del endosoma Lombardi et al, 1993; Riederer e al,
tardio al TGN 1994,
Rab10 Vesiculas Golgi y post- ? Chen et al, 1993.
Golgi
Rabl1 TGN, endosomas Transporte a través de Urbe et al, 1993; Ulrich et ai, 1996:
reciclados, vesiculas post- | endosomas reciclados,
Golgi endosomas al TGN?
Rabl2 Complejo de Golgi? ? Olkkonen et af, 1993.
Rab!3 Uniones en células ? Zahraoui et al, 1994,
epiteliales polarizadas
Rabl7 Membrana plasmatica Transcitosis? Lutcke et al, 1993,
basolateral en células
epiteliales, endosomas
apicales
Rab24 RE, cis-Golgi, endosomas ? Olkkonen et af, 1993.
tardios
Rah27 Célulag retinales ? Seahra ef of 1905

Tabla 2. Localizacidn y funcidn de las proteinas Rab en levadura y en mamifero. [Tomada de Martinez Q. y Goud B,

Biochimica et Biophysica Acta 1404 (1998) 161-112].




1.4.1.2 Ciclo de las proteinas Rab.

Como otras GTPasas, las proteinas Rab ciclan entre una forma inactiva
(unidas a GDP) y una forma activa (unidas a GTP). La reaccién de intercambio de
GDP por GTP es catalizada por proteinas conocidas como GEF (factor
intercambiador de GDP) y se lleva a cabo cuando la proteina Rab esta asociada a
membrana. La actividad GTPasa intrinseca de las proteinas Rab es muy baja, por
lo requiere de una proteina activadora GAP (proteina activadora de la actividad
GTPasa) para estimular la hidrélisis del GTP [Martinez and Goud, 1998].

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

En el citosol, las proteinas Rab son mantenidas en su conformacidn inactiva
(unidas a GDP) por su asociacién con GDI (inhibidor de la disociacion de GDP).
Después de que las proteinas Rab han sido post-traduccionalmente preniladas, se
unen a la proteina GDI formando un complejo Rab-GDP/GDI. La proteina GDI
impide la disociacién del GDP y actia como chaperona acompafiando a la proteina
Rab hacia su compartimento donador. En el compartimento donador GDI es
liberada del complejo Rab-GDP/GDI por la interaccién con la proteina GDF
(factor de desplazamiento de GDI). El siguiente paso es la activacion de la
proteina Rab por el intercambio del GDP por GTP, catalizado por la proteina GEF
(factor intercambiador de GDP). La activacion de la proteina Rab es necesaria
para su asociacion con proteinas efectoras, tales como Rabphilina, Rabaptina-5 y
serin-treonin kinasas que aseguran la fusion de la vesicula con su membrana
blanco correcta. En su forma activa, la proteina Rab-GTP transporta a la vesicula
proveniente del compartimento donador hacia su compartimento aceptor. Una vez
establecido el contacto entre la vesicula y la membrana aceptora ("docking"), la
proteina Rab-GTP interactua con GAP, lo que activa la capacidad hidrolitica
(GTPasa intrinsica) de la proteina Rab, convirtiendo el GTP en GDP. El ciclo de
las proteinas Rab se cierra cuando GDI remueve a la proteina Rab-GDP de la




Ciclo de las proteinas Rabs
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Figura 2. En amarillo se ilustra la proteina Rab. Las proteinas reguladoras del ciclo se
muestran en la figura.
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Figura 3. Muestra los elementos estructurales de la proteina ras, la
localizacidén de los motivos de unién a GTP se muestran en la Figura.

10




vesicula en proceso de fusién con el compartimento aceptor formando nuevamente
el complejo Rab-GDP/GDI que recicla a la proteina Rab para que inicie
nuevamente ¢l ciclo.

1.4.1.3 Dominios conservados.

Todos los miembros de la superfamilia de las proteinas G, muestran un
cuerpo estructural comun, ejemplificado por la proteina p21 ras. La secuencia de
las regiones de unién a GTP se encuentra muy conservada, lo cual sugiere un
origen evolutivo comun para estas proteinas. El sitio de unién a GTP de las
GTPasas pequefias esta formado por 4 motivos: ¢l motivo G-1 (GXXXXGKS/T),
ubicado en la cadena Bl y la hélice a1, une los fosfatos o y B del nucle6tido
guanidina (ver Figura 3); el motivo G-2 (WDTAGQE) se ubica en el amino
terminal de la hélice 0.2, funciona como subsitio de unién de Mg’+ y el fosfato v
de GTP; el motivo G-3 (NKXD), une la cadena B5 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 o5, reforzando el reconocimiento de la base guanina [Sprang, 1997]. Otro
elemento estructural importante es el loop efector localizado entre la hélice ol y la
cadena B2; forma parte del sitio de unién a Mg?+ y ha sido implicado como sitio
de unidn de proteinas efectoras tales como inhibidores o activadores y de la
proteina GAP. [Marshall, 1993].

Recientemente, se reportd el anilisis de la secuencia primaria de las
proteinas Rab de mamifero conocidas hasta la fecha [Pereira-Leal and Seabra,
2000], en donde se proponen 5 regiones altamente conservadas, exclusivas entre
las proteinas Rab que las diferencian de otras GTPasas pequefias. Los motivos son
RabF1 (IGVDF), RabF2 (KLQPW), RabF3 (RFRSIT), RabF4 (YYRGA) y RabF5
(LVYDIT). Estos motivos se encuentran muy cercanos, pero no se sobrelapan, a
los motivos de unién a GTP.

1.4.1.4 Prenilaci6n.
La prenilacién de proteinas es definida como la reaccién enzimatica que

realiza la union covalente, a través de enlaces tio-eter, de grupos isoprenoides a
residuos cisteina presentes en el carboxilo terminal de la proteina a modificar. Los
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grupos isoprenoides pueden ser de dos tipos, farnesilo C15 o geranilgeranilo C20
[Seabra, 1998]. La prenilaciéon es una modificaciéon esencial para el
funcionamiento de la proteina modificada, debido a que se requiere para su
asociacion a membranas y para la formacion de interacciones especificas proteina-
proteina.

Las proteinas Rab contienen dos residuos cisteina en o cerca del carboxilo
terminal presentes en motivos tales como XXCC, XCXC o CCXX, Ambos
residuos cisteina son modificados por la adicién de grupos C-20 geranilgeranilo
(GG) en una reaccién catalizada por una Rab GGTasa 6 GGTasa-1I (Rab
geranylgeranyl transferasa). Esta enzima es un heterodimero compuesto de una
subunidad o de 60 kDa y una subunidad B de 38 kDa [Seabra and Shen, 1996]. La
Rab GGTasa es Unica entre las prenyl transferasas ya que es incapaz de catalizar la
reaccion por si sola, requiere de un componente adicional llamado "Rab escort
protein” 6 REP. REP se une a la proteina Rab no prenilada, la presenta a la Rab
GGTasa y cataliza la geranilgeranilacién en los residuos cisteina. Después de la
geranilacion, REP permanece unida a la proteina Rab. La proteina GDI se une al
complejo Rab/REP formando un nuevo complejo 1lamado Rab-GDP/REP/GDI.
Las proteinas GDI y REP son liberadas cuando la proteina Rab interactua con su
compartimento donador, la proteina Rab continda su ciclo mientras GDI y REP
son recicladas al citosol [Alexandrov et al, 1994).

La doble prenilacion de las proteinas Rab es una caracteristica unica entre
las proteinas preniladas. Una excepcidn a la digeranilacion son las proteinas Rab8
y Rab13 de mamifero; estas proteinas son monogeraniladas ya que contienen sélo
un residuo cisteina en un motivo CAAX y son modificadas por la geranylgeranyl
transferasa tipo 1, en ausencia de la proteina REP [Wilson et a/, 1998].

La proteina Rab geranilada es mucho mas hidrofébica que otras proteinas
preniladas, lo que explica por qué la proteina Rab prenilada requiere de una
proteina REP que actia como chaperona presentando la proteina Rab a la GGTasa
y la escolta a la membrana celular después de la modificacion [Seabra, 1998].

12




1.4.1.5 Interacciones Rab-SNARE y el trifico vesicular.

A lo largo del trafico vesicular entre los organelos de las vias secretoria y
endocitica, la especificidad de los eventos de formacién, transporte y fusién de
vesiculas a membranas debe ser cuidadosamente regulada, para evitar eventos
inapropiados de fusion que pudieran repercutir en la organizacién de las
membranas dentro de la célula. La hipotesis SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor receptor) del inglés , propuesta por primera vez por Sollner et al
(1993), establece que cada vesicula de transporte contiene en su superficie una
proteina o varias proteinas integrales de membrana (v-SNARE) que especifican la
membrana blanco o "target". Las membranas blanco poseen la contraparte
(proteinas t-SNARE) que, al interactuar con las v-SNARE forman un complejo
llamado SNARE que permite que se lleve a cabo el evento de fusién [Pfeffer,
1996].

Ademas de las SNARE, se requieren de otras proteinas para las etapas de
"docking” y fusion. Estas proteinas caen dentro de dos clases: factores de una
etapa especifica de transporte y factores generales. En el primer grupo se incluye a
las proteinas Rab cuya funcién es necesaria para la formacién del complejo
SNARE. Las proteinas Rab reclutan factores especificos de "docking" que
facilitan la interaccion de las proteinas v- y t-SNARE [Brennwald et al, 1994].
Entre los factores especificos ha sido caracterizada una nueva clase de proteinas
llamadas Velcro; su funcion es incrementar la eficiencia del "docking" vesicular.
Entre los factores generales se encuentran NSF (del inglés N-ethylmaleimide-
sensitive factor; Secl8p en levadura), y 0.-SNAP (c-soluble NSF-attachment
protein, Secl7p en levadura), las cuales actian para desensamblar el complejo v- y
t-SNARE antes de la fusion a membrana, ver Figura 4.

El complejo SNARE no permanece apareado todo el tiempo, es un proceso
regulado. Existe una serie de proteinas que bloquean la accesibilidad de las
proteinas v- y t-SNARE. Para que se pueda llevar a cabo el apareamiento se
requiere de la liberacion de las proteinas que bloquean el complejo v de cambios
conformacionales. La proteina Seclp, identificada en levadura, protege el sitio t-
SNARE hasta que la v-SNARE en la vesicula llega para formar el complejo
SNARE [Novick ef al, 1980, 1981]. De la misma forma que t-SNARE, el sitio
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Eventos de “Docking” en el Transporte Vesicular

-SNARE ' G{GTP
Velcro Desproteccién “Docking”

Velcro ‘

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

t-SNARE




v-SNARE también es protegido, las proteinas VAM ("vesicle-associated
membrane protein”) son las encargadas de esta funcién [Calakos and Scheller,
1964].

1.5 Secdp y Rab8.

Secdp fue la primera GTPasa pequefia 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 la secrecién de
proteinas [Novick et al, 1980]. La mutante sec4-8 bloquea el transporte de
proteina del aparato de Golgt a la superficie celular, pero no afecta el transporte en
etapas mas tempranas. La contraparte de Sec4p en mamifero es Rab8, estas
proteinas presentan un alto porcentaje de identidad con las proteinas YPT1 de
Saccharomyces cerevisiae, YPT2 de Saccharomyces pombe y SAS1 y SAS2 de
Dictyostelium discoideum [Rothblatt et al, 1994]. La caracterizacion de Rab8 en
células de mamifero se ha visto facilitada por experimentos de competencia
funcional con péptidos sintéticos de secuencia especifica y en experimentos de
inhibicién de la expresion del gene rab8 con oligonucledtidos antisentido (de
secuencia especifica del gene rab8). Los estudios antes mencionados indican que
Sec4p/Rab8 juega un papel importante en la regulacién del trafico vesicular del
trans-Golgi hacia la membrana plasmatica [Hubert et al, 1993; Walworth et al,
1989].

La localizacién de Secd4p/Rab8 ha sido estudiada por métodos de
inmunofluorescencia en microscopia confocal, inmunomicroscopia electrénica y
fraccionamiento subcelular. La proteina s¢ ha detectado soluble en el citoplasma,
asociada a vesiculas secretoras y asociada a la membrana plasmatica [Hubert et al,
1993; Novick et al, 1981]. Por otro lado, se ha demostrado que en S. cerevisiae,
Secdp realiza un ciclo, en el cual la proteina Sec4p localizada en el trans-Golgi se
une a vesiculas recién formadas; posteriormente, las vesiculas se fusionan con la
membrana plasmatica y entonces Secdp es liberada y para ser reciclada al trans-
Golgi a través del citoplasma y unirse a nuevas vesic as [Feiro-Novick
and Novick, 1993].

[ 4o
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1.6 Entamoeba histolytica como modelo de estudio.
1.6.1 La amibiasis.

La amibiasis es una infeccién humana causada por el protozoario parasito
Entamoeba histolytica. La forma motil del parasito, el trofozoito, usualmente vive
como comensal en el lumen del intestino grueso, en donde se multiplica y
diferencia en quiste, la forma infectiva, responsable de la transmisién de la
infeccién. La forma mas comun de manifestaciones sintomaticas son la disenteria
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 hepéaticos que si no son diagnosticados y
tratados a tiempo pueden ser letales [Sepulveda and Martinez-Palomo, 1984].

1.6.2 Distribucion global de la amibiasis.

La amibiasis es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
el mundo. Ha sido estimado que el 10% de la poblacion global esta infectada, y es
la tercera causa de muerte por parasitos después de la malaria y la schistosomiasis
[Walsh, 1986]. Esta enfermedad estad ampliamente distribuida en el mundo y
representa un gran problema social y de salud en paises en vias 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 infeccidn [Martines-Palomo,
1988]. En México, la amibiasis ocupa el primer orden de mortalidad por parésitos.
Entre un 20 y 25% de la poblacidn podria estar infectada, de los cuales mas del
8% ha sufrido por lo menos un episodio de amibiasis invasora como se determiné
por ensayos de hemaglutinaciéon indirecta en la ultima encuesta
serocpidemiolégica nacional [Caballero er al, 1994]. El estudio realizado sobre
casi 70,000 sueros provenientes de toda la Republica Mexicana sugiere, con
respecto a la anterior encuesta nacional [Gutierrez et al, 976], que la incidencia de
amibiasis invasora se incrementd en las Gltimas dos décadas en mas de! 2%. Sin
embargo, y debido al desarrollo de tratamientos mas eficaces, el nivel de
mortalidad debido al parésito a disminuido significativamente, aun cuando los
niveles de morbilidad se siguen manteniendo.
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En las Gltimas décadas ha surgido la necesidad de estudiar los aspectos
basicos de la hiologia del parasito. Los detalles de su maquinaria de trafico de
proteinas y trafico vesicular esta pobremente estudiado, por lo cual, el desarrollo
de técnicas de biologia molecular ofrece una alternativa valiosa para estudiar
diversos aspectos de la fisiologia y biologia celular amibiana dificiles de abordar
por otras técnicas.

1.7 Caracteristicas de Entamoeba histolytica.

1.7.1 La célula.

Entamoeba histolytica es un eucariote unicelular morfologicamente
simple, con una organizacidn citoplasmica elemental (presencia de nucleos,
vacuolas y numerosas vesiculas). Su reproduccion es asexual, se reproduce por
fision nuclear, seguida de division 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 unico hospedero definitivo y carece de hospederos intermediarios. En 1a Figura
5 se ilustra el ciclo de vida de E. histolytica.

El trofozoito es una forma altamente dinadmica que mide entre 10 y 40 pm.
Las estructuras mas notables en su citoplasma son el nicleo, numerosas vacuolas y
pequeiias vesiculas. No hay evidencia morfologica de algunas estructuras tipicas
en eucariotes, como son: citoesqueleto estructurado, mitocondria, peroxisomas y
un sistema membranoso equivalente a complejo de Golgi y reticulo endoplasmico
(RE) de eucariotes superiores, en el mejor de los casos se ha visto pobremente
desarrollado [Martinez-Palomo, 1986]. El desplazamiento lo lleva a cabo mediante
pseudépodos y filopodios, y al desplazarse presenta en la parte posterior una
regiéon denominada uroide. El trofozoito se desprende de moléculas que
interaccionan con proteinas de su superficie, como son los anticuerpos,
envolviéndolas en la membrana y llevandolas al uroide; este fenémeno conocido
como "capping" constituye uno de los principales mecanismos de eévasion 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

en las heces

f
Enquistamiento
en el colen

e
Colonizacion
asintomatica

e

Colitis amibiana

Ingestion por humano
de agua o comida
contaminada

c

Desenquistamiento
en el intestino

delgado

{amibiasis)
Abceso hepdtico

Figura 5. En la figura se indican las diferentes etapas del
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El quiste es un cuerpo redondo de paredes gruesas, mide entre 8 y 20 um de
diametro y dependiendo de su estado de madurez puede presentar entre 1 y 4
micleos. La principal caracteristica estructural del quiste es la presencia de una
capa de recubrimiento de quitina que le confiere al parasito resistencia al medio
ambiente y a la accidn 4cida de los jugos gastricos durante su paso por el
estdmago [Martinez-Palomo, 1986].

Desde un punto de vista bioquimico, el trofozoito presenta un metabolismo
anaerdbico que se desvia, de manera importante, de los eucariotes mas complejos.
Por ejemplo, carece de hemoproteinas, glutatidn, ciclo de Krebs y la via colateral
de las pentosas y su glic6lisis no estan reguladas alostéricamente. Con respecto a
su via secretoria, ha sido reportado que el trofozoito secreta activamente una
variedad de proteinas, algunas de ellas involucradas directamente en el dafio
tisular al hospedero. Las proteinas de membrana plasmatica, tales como la lectina
Gal/Gal-Nac, asi como otros componentes como los factores de virulencia
localizados en vacuolas y lisosomas [McLaughlin and Aley, 1985] o en granulos
electrodensos [Mufioz et al, 1990] estan involucrados en la patogénesis de la
amiba.

Para caracterizar 1a maquinaria de secrecién de E. histolytica dentro de un
contexto evolutivo, nuestro grupo ha clonado y caracterizado genes amibianos
cuyos productos son caracteristicos de compartimentos de la via secretora de
eucariotes superiores. En el laboratorio se han clonado dos genes relacionados a la
translocaciéon de proteinas nacientes al RE: SRP54 [Ramos ef al, 1997] y la
subunidad SEC61 alfa [B. Siminovich, Tesis de maestria, 1999]. SRP54 €s un
componente del complejo Particula de Reconocimiento de Sefial, mientras Sec6lp
alfa'es uha proteina integral del poro de translocacién al RE. También se ha
clonado un gene homdlogo a la proteina disulfuro isomerasa (PDI), la cual es
necesaria para el folding apropiado de proteinas en el RE (dato no publicado), y un
homologo 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 proteinas residentes del lnmen de] RE guc escapan al Goigi, ha
sido caracterizado en el laboratorio (Sanchez-Lopez er a/, 1998). Por ultimo,
contamos con un marcador de transporte vesicular homélogo a Rab8 descrito en
esta tesis. Los datos obtenidos en el laboratorio junto con otros marcadores

19




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 nucleo del trofozoito es de 3-5 pm de didmetro. Durante la divisién
nuclear la membrana nuclear permanece intacta por lo que la condensacién
cromosomal no es evidente [Meza et al, 1990]. La cromatina muestra una
estructura tipica de cuentas de rosario y estd parcialmente organizada en particulas
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 esta
compuesto de cromosomas lineales y de moléculas circulares (plasmidos). Los
genes rRNA estan localizados en moléculas de DNAs circulares
extracromosomales. La estimacién del tamafio del genoma por diferentes métodos
ha fallado en la obtencién de valores comparativos debido a la complejidad del
organismo: un incierto nivel de ploidia, presencia de células multinucleadas y un
ciclo de divisién celular pobremente marcado [Bhattachrya et al, 2000]. La
mayoria de los genes reportados en amiba, carecen de intrones y aquéllos
identificados a la fecha son pequefios (menos de 100 nucledtidos). 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
posicién del codon. Las regiones intergénicas asi como las regiones no traducidas
5"y 3' que flanquean los genes estructurales son usualmente cortas en comparacion
con el genoma de los eucariotes supériores, De igual forma, las secuencias
reguladoras del inicio (ATTCA o ATCA) y término (TAA/TTT) de la
transcripcion, asi como la secuencia tipo caja TATA (TATTTAAA) localizada
comunmente a 30 pb rio arriba del inicio de la transcripcidn, 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 invasién.

Diversos estudios han demostrado que la amiba coloniza el intestino grueso
del hombre a través de un proceso activo de adherencia a la mucosa coldnica e
invasién del epitelio intestinal. Este proceso combina la habilidad motriz de la
amiba para ponerse en intimo contacto con la célula blanco y la participacién de
moléculas de superficie y de secrecion que estabilizan la interaccién. Entre las
moléculas identificadas podemos citar la lectina Gal/GalNAc mediante la cual la
amiba se adhiere a las células del intestino del hospedero [Braga er al, 1992], las
cistein proteasas que degradan la matrix extracelular facilitando la invasion del
trofozoito [Stanley et al, 1995] y otras moléculas liticas como fosfolipasas y
péptidos formadores de poro o amebaporo [Ravdin, 1986; Leippe et af, 1991]. La
actividad citolitica de la amiba no se puede ver como un factor individual sino
como el resultado de una combinacion de toxinas y enzimas liberadas, la motilidad
activa del parasito, una particular actividad fagocitica y una eficiente maquinaria
citoplasmica que degrada rapidamente los componentes extracelulares que ingiere
[Martinez-Palomo, 1986].

1.8 Justificacion del proyecto.

Las GTPasas pequefas son proteinas altamente conservadas, desde
mamiferos hasta levaduras; en parasitos también han sido identificados homoélogos
de estas proteinas. En los altimos afios su estudio ha adquirido especial interés
debido a la utilidad potencial de estas proteinas como herramienta para la
manipulacion de la via de sefializacidn, ciclo celular, citoesqueleto y trafico de
proteinas. De particular interés para varios laboratorios que trabajan en parasitos
han sido las proteinas Rab, debido a que estas GTPasas estdn asociadas con pasos
especificos del transporte vesicular a lo largo de la via secretoria y endocitica, y de
ahi su importancia como marcadores moleculares de estructuras subcelulares en
estudios morfolégicos y bioquimicos.

En el laboratorio del Dr. Alagén nos hemos enfocado en el desarrollo de
herramientas moleculares para el estudio de la biologia 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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vesiculas de transporte terminales, Igualmente, se han desarrollado metodologias
orientadas hacia la transfeccidn estable de trofozoitos de amiba, la expresién de
proteinas recombinantes en este parasito, €l anélisis de la distribucién celular de
proteinas y el estudio de la regulacién de la ruta secretoria. El conocimiento
generado puede contribuir al entendimiento de las relaciones parasito-hospedero y
al desarrollo de métodos de diagndstico mas efectivos, terapias y herramientas
profilacticas. Dadas las caracteristicas que presenta la amiba, una de las preguntas
mas interesantes a resolver es si este parasito contiene un sistema equivalente a la
maquinaria de secrecién existente en otros eucariotes y de qué manecra se
encuentra regulado. La respuesta a esta pregunta podria aportar elementos en el
conocimiento del desarrollo filogenético de las estructuras y moléculas que
participan en el trafico de proteinas.
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II OBJETIVOS
Objetive General

e Obtencidn, caracterizacion y expresién del gene rab8 de Entamoeba
histolytica.

Objetivos Particulares
e 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.

e Determinar el nimero de copias del gene rab8 presentes en el genoma de E.
histolytica.

e (Caracterizar la expresion del gene rab8 en amiba.

e Expresar la proteina recombinante His-EARab8 y obtener anticuerpos
policlonales contra la fusién.

¢ Citolocalizar la proteina Rab8 en amiba.
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III MATERIALES Y METODOS

3.1 Buffers y Soluciones.

3.1.1 Para extraccion y anilisis de DNA.

- TBE 10X: Tris-HC] 89mM pH 8.3, 4cido bérico 89 mM, EDTA 2mM
- TAE 1X: Tris-HC1 40mM, &cido acético glacial 30mM, EDTA 1 mM
- TE 10X: Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM

-TE-Sacarosa-Lisozima: Tris-HCl 25mM, EDTA 10mM, sacarosa 25mM,
lisozima Smg/ml.

- Solucidn de lisis plasmidos: NaOH 0.2 N; SDS 1%

- Nonidet P-40 10%

- Sacarosa: Sacarosa 1 M, Tris-HC1 10 mM pH 8, KCI 24 mM, MgCl2 10 mM
- CHCl3: Alcohol Isocamilico (24:1) (Sevag)

- Fenol: CHCl3: Alcohol Isoamilico (25:24:1) (Fenol/Sevag)

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

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

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

3.1.2 Para extraccion y analisis de RNA.

* Trizol (GIBCO -BRL)

* H20-DEPC

* MOPS 10X: MOPS 250mM pH 7, acetato de sodio 50 mM, EDTA 10 mM
* Buffer de carga: MOPS 10X, formamida desionizada, formaldehido.

3.1.3 Para geles de proteinas.

- Solucidn 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, SDS 0.4% ajustar pH 6.8

- Buffer de cargado 2X: glicerol 10%, SDS 2.5%, Tris-HC] 50mM pH 6.8, 2-
B 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 37° C. (Diamond et a/, 1978).

- Se utiliz6 la cepa XL1Blue de E. coli para las clonaciones realizadas y para la
expresion de la proteina His-EARab3.

3.3 Medios de Cultivo.

LB

Para crecimiento de E.coli (base 1 L)
NaCl 10g
Bactotriptona 10g
Extracto de levadura 5g

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

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

Peptona de Bictriptasa 3.65%
Dextrosa 1.21%
NaCl 1.243%
KH2PO4 0.073%
K2HPO4 0.121%
L.cisteina hidroclorada 0.121%
Acido ascorbico 0.024%
Citrato de amonio férrico 0.0057%

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

NZY

Para tamizado y escision de fagémidos.
NaCl 5g

MgSO4 5g

Ext. Levadura 5¢g
Peptona de Caseina 10g
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Agar (medio solido) 15¢g
Agar suave l4g

3.4 Plasmidos 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 expresidn de proteinas en E. coli.

3.5 Marcadores de peso molecular.

Para DNA: marcadores de alto peso molecular A-Hindlll (Boehringer-Manheim,
México). Tamafios en pb 23130, 9416, 6557, 4361, 2332, 2027, 564.

Para proteinas: marcadores de alto peso molecular pretefiidos (Amersham,
Alemania)

miosina 220 kDa, fosforilasa b 97.4 kDa, albiumina sérica bovina 66 kDa,
Ovoalbumina 46 kDa, Anhidrasa carbénica 30 kDa, Inhibidor de tripsina 21.5
kDa, lisozima 14.3 kDa.

3.6 Oligonucleotidos utilizados en los experimentos referidos en esta tesis.

Oligonucledtidos universales de pPBSSK
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 adicién de un sitio BamHI en el 3.

Oligo AUAP-B
5'-GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTITTTTTGGATCC-3'

Oligonucleodtidos disefiados a partir de la secuencia de Ehrab8.
Rab 8.1 5-AAACTATTACTCATTGGAGAAAG-3'

Rab 8.2 5'-CTTGATACAATAGTTCTAAATCG-3'

Rab 8.3 5-CGATTTAGAACTATTGTATCAAG-3'

Rab 8.4 5-GCAGGGATCCTCGGAGAAGGATTCAACAAT-¥
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Rab 8.5 5-CCCAAAGCTTTTAACAACATCCAGTTGATTC-3'
Rab 8.6 5-GCAGGGATCCGCACGTGATGTTATTC-3'

3.7 Software utilizado.

Oligo 4.0

GeneWorks version 2.5.1 (IntelliGenetics, Inc.).
Gene Construction Kit(tm)

Adobe Photoshop(tm) 2.5.1

EditView 1.0.1

NIH/Object Image 1.62 £

Voxel View (Vital Images, Inc)

3.8 Cultivos celulares.

Los trofozoitos de amibas se cultivaron en medio BI-S-33 a 37° C en tubos
de 10 ml de vidrio (Diamond et a/, 1978). Se realizaron resiembras cada 48 horas
para mantener las células en fase logaritmica. Para los cultivos en escala se
utilizaron botellas de 200 ml conteniendo medio BI-S-33, las botelias se
inocularon con 1 X 10° amibas y se crecierona 37° C.

3.9 Obtencion de la secuencia completa del gene Ehrab8.

3.9.1 Tamizado.

Para aislar clonas positivas que contuvieran el gene FhRab8, se infectaron
600 l de bacterias XLI-Blue en MgSO4 10 mM con 100ul de fagos (provenientes
del banco gendémico de Entamoeba histolytica, cepa HMI:IMSS, construido en
AZapll por el Dr. Ruy Perez-Monfort del Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM) a 2 x 10° ufp/mi, se incubaron a 37° C por 15 min. Se adicionaron 8 ml de
NZY-agar suave a 55° C, se dejé solidificar y se incubd a 37° C aproximadamente
12 horas hasta la aparicién de las placas liticas. 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 solucién de NaCl 1.5 M + NaOH 0.5 N
por 2 min y se neutralizaron utilizando una solucién de NaCl 1.5 M + Tris-HCI1 0.5
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M pH 7.5 por 5 min. Se lavaron los filtros con Tris-HC1 0.2 M pH 7.5 + SSC 2 X
durante 30 segundos y se secaron sobre papel absorbente por 2 horas. El DNA se
fi)6 a un filtro a 80° C utilizando vacio durante 2 horas. Se prehibridaron los filtros
en la solucion de prehibridacion a 42° C toda la noche. Se desnaturalizo fa sonda
radioactiva (1-2 x 10® cpm/ml) en presencia de ssDNA (100mg/ml) a 100° C/5 min
y se agrego la sonda desnaturalizada a la solucién de hibridacién. Los filtros se
hibridaron a 42 °C durante toda la noche. Se lavaron los filtros 1 vez con 2X SET
(NaCl 0.1 N, Tris-HC1 0.03 M, EDTA 2 mM) 30 min a temperatura ambiente, 3
veces con 2X SETS (50 ml SET 20X, SDS 20%) 30 min a temperatura ambiente y
1 vez a 50° C con 2X SETS/30 min. Por Gltimo se expusieron los filtros en cassette
PhosphorImager.

3.9.2 Escision del fagémido.

Para la liberacion 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 MgS0O4 10 mM. Las c€lulas se
incubaron toda la noche a 30° C. Se centrifugaron los cultivos a 1000 xg y se
resuspendieron las células a una densidad éptica igual a 1.0 a 600 nm en MgSO4
10 mM (aprox. 8 x 102 bact./ml). En un tubo falcon de 15 ml se agregaron: 200 pl
de XLIBlue en MgSQ4 10 mM, 250 ul de los fagos ( >1 x 10° particulas de fagos)
a escindir, 1 p! de fago helper ExAssist (>1 x 10° ufp/ul) y se incubd a 37° C
durante 15 min. Se agregaron 3 ml de medio NZY y se continud la incubacion a
37° C por 3 horas mas con agitacion. Después de la incubacion se calenté el tubo a
65-70° C durante 20 min y se centrifugé a 1000 xg durante 15 min. Se separé el
sobrenadante en un tubo de 15 ml estéril (el sobrenadante contiene el fagémido
pBluescript-inserto escindido y empacado como particulas de fago filamentoso).
Se guardé a 4° C. Para el plaqueo de los fagémidos escindidos, se pusieron 200 ul
de células XLOLR en 2 tubos eppendorf de 1.5 ml, se agregaron 100 ul del
sobrenadante con fagémidos escindidos a un tubo y 10 ul al segundo, se incubé a
37° C durante 15 min. Se agregaron 300 pl de medio NZY y se incubd a 37° C
durante 45 min. Por dltimo se plaquearon 200 ul en cajas LB-Ampicilina (50
mg/ml) y se incubé toda la noche a 37° C.
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3.9.3 Clonacién, Transformacion y Secuenciacién.

Las clonaciones se realizaron en el vector pBSSK (-), las condiciones de
clonacion fueron las siguientes: relacion molar 1:10 de vector ¢ inserto (1 mol de
vector por 10 moles de inserto), buffer de ligacién 1 X final, 1 il T4 DNA ligasa
(1 unidad/pul) y tH20 hasta un volumen total de 10 pl, la reaccién se dejo a 16° C
toda la noche. Las transformaciones se llevaron a cabo por choque térmico: 100 pl
de bacterias competentes XL1 blue por 5 pl de reaccion de ligacién, las bacterias
a transformar se pusieron en hielo 30 seg, se di6 el choque térmico a 37° C por 90
seg y se adicion6 900 pl de medio SOC. Las células se recuperaron incubandolas 1
h a 37° C con agitacion.

La secuenciacion se llevé a cabo en un secuenciador automatico ABI Prism
(Perkin-Elmer, USA) utilizando primers especificos dentro de la secuencia del
gene rab8 y primers universales Fw, Rv, T4 y T7 contenidos en el plasmido
pBSSK (-).

3.9.4 3' RACE.

Preparacion de cDNA. En un tubo eppendorf de 1.5 ml se agregaron 500
ng de mRNA poly A (+), 10 pmoles de oligo (dT o especifico) y se llevo a 12 ul
con tH20-DEPC, se mezcld brevemente y se incubé 10 min a 70° C y después un
min en hielo. Se agregaron los siguientes reactivos (reactivos RNAse free} 2 pl
buffer PCR 10 X, 1 pl dNTP's 10 mM, 2 ul MgClz 25 mM, 2 pul DTT 0.1 M, se
mezcld y se preincub6 a 42° C por 5 min. Se agregd 1 ul de transcriptasa reversa
(Superscript 1I/BRL) y se incub¢ a 42° C por 50 min. Se inactivo la enzima a 70° C
p(')r' 15 min. Se dejo el tubo en hielo un minuto y se agreg6 1 pl de RNase H de
E.coli por 0iitimo se incubd a 37° C por 20 min. El cDNA se guardé a - 20° C.

Amplificacién por PCR. Como templado se utilizaron 3 pl cDNA en 25 ul
de reaccidon, como primers se utilizaron un oligo especifico dentro de la secuencia
de EhRab8 (10 pmoles) y un oligo dT (10 pmoles), 5 ul buffer PCR 10 X, 3 nl
MgClz 25 mM, 1 pul dNTP's 10 mM, 0.5 ul Taq DNA polimerasa. Se mezclaron
los componentes de Ia reaccion y se amplificé por PCR. Las condiciones utilizadas
para la amplificacion fueron: 94° C 2 min; 35 ciclos de 94° C 1 min, 50° C 1 min,
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72°C 1 min y 72° C 7 min. Se realizé una segunda amplificacién utilizando como
templado el producto obtenido de Ia 1a. amplificacién, utilizando un oligo interno
de la secuencia conocida de Ehrab8 y un oligo dT, se utilizaron las mismas
condiciones de amplificacion que en la reaccién descrita anteriormente.

3.9.5 5' RACE

Pegado de etiqueta de G's al 5' del cDNA. Se tomaron 20 ul de cDNA y
se llevaron a 75 pl con tH20, se agregaron 3 1 de azul de bromofenol para seguir
la reaccion y se cargd la mezcla en una columna de Sephadex G5 (se puede usar
una jeringa). La columna se centrifugé a 1000 xg por 2 min a temperatura
ambiente, se colectd la fraccion y se agregaron 100u] de tH20 a la columna. Se
agregaron 50 pl de tH20 a la columna y se centrifugé nuevamente guardando la
fraccion. Se mezclaron las fracciones colectadas (aprox. 200 ul) y se concentraron
con n-butanol (una extraccién con 300 pl). Se precipité en presencia de 3 pl de
glicégeno (10 mg/ml), un décimo de vol. de NaOAc 3 M pH4.8 y 2.5 vol etanol
toda la noche a -20° C 0 30 min a -70° C.

Amplificacion por PCR. Como templado se tomaron 3 pl de cDNA-dGn
en 25 ul de reaccidén, como primers se utilizaron 10 pmoles de un oligo especifico
dentro de la secuencia de EARab8 y un oligo dC (15mer), 5 ul buffer PCR 10 X, 3
pul MgCl: 25 mM, 1 ul dANTP's 10 mM, 0.5 ul Taq DNA polimerasa. Las
condiciones de amplificacién utilizadas fueron: 94° C 3 min; 30 ciclos de 94° C 1
min, 42° C 1 min, 72° C 1 min y 72° C 7 min. Se realizé una re-amplificacién
utilizando como templado el producto obtenido de la amplificacion por §' RACE,
un oligo interno de la secuencia conocida de Ehrab8 y un oligo dC15, las
condiciones de amplificacion utilizadas fueron: 94° C 3 min; 30 ciclos de 94° C 1
min, 50°C 1 min, 72°C 1 min y 72° C 7 min.

3.10 Extraccion de DNA total amibiano por gradiente de Sacarosa.
Cultivo y aislamiento de amibas. Las amibas se crecieron hasta fase logaritmica
(aproximadamente 48 hrs utilizando un indculo de 1 X 10° amijbas en 200 ml de

cuitivo). Se utilizaron 4 botellas con 200 mi de cultivo. Las botellas se pusieron en
agua-hielo durante 10 min y se agitaron frecuentemente para despegar las amibas
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de las paredes de la botella. Se centrifugd en tubos "Corex" de 50 ml estériles a
500 xg por 10 min a 4° C. Se elimind 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 m], se lavaron con 50 ml de medio BI
sin suero, se centrifugd a 500 xg por 10 min a 4° C y se elimino ¢l sobrenadante.

Lisis de los trofozoitos. Se afiadié 1 ml de buffer de lisis frio a la pastilla de
amibas, se resuspendid suavemente y se agregd a la pastilla 150 pl de 10%
Nonidet P-40, se agit6 30 seg. Se observaron los nucleos de los trofozoitos lisados
al microscopio para verificar la lisis.

Lisis y digestion de los nucleos. En un tubo Corex de 30 ml se prepard un
colchon de 10 ml de sacarosa 1 M, se enfri6é en agua hielo y se aplicé a este tubo el
lisado amibiano. Se centrifugé el tubo a 4° C a 6 200 rpm por 12 min. Se removid
el sobrenadante, removiendo primero el lisado amibiano y después el colchon de
sacarosa. La pastilla de nicleos se resuspendid en 1 ml de buffer de lisis (Tris-HCl
10 mM pH 8, KCI 24 mM, MgCl: 10 mM, espermidina 0.6 mM, acido iodoacético
5 mM) y se aplicd a un tubo Corex de 15 ml que contenia 5 ml de sacarosa 1 M, se
centrifugé a 6 200 rpm por 7 min y se removié el sobrenadante. La pastilla se
resuspendi6 en 3 ml de buffer de digestién, s¢ afiadio ! mg de Proteinasa K, se
tapo el tubo con parafilm y se incub6 a 37° C durante 1.5 hrs.

Extraccion del DNA. Se afiadi6 al tubo que contiene los nucleos lisados 3 ml de
fenol-cloroformo-isoamilico, se mezcld suavemente hasta lograr una suspension
homogénea. Se separaron las fases centrifugando a 4° C a 1500 xg por 10 min. Se
removid la fase acuosa con una pipeta Pasteur recortada y se transferié a un tubo
Corex de 15 ml, se adicionaron 20 pl de RNAsa (10 mg/ml). Se repitio la
extraccidn con fenol-cloroformo-iscamilico. La fase acuosa de la 1ltima
extraccion se transfirié a un tubo Corex de 15 ml (esta fase contiene el DNA). Al
tubo se le afiadido 1 ml de etanol frio para precipitar el DNA, se mezcld y
centrifugé el tubo y se removio el sobrenadante. Al sobrenadante se le agregé 1 ml
de etanol 70%, se invirtio 3 veces, se centrifugd y se removié el sobrenadante. Se
repitié el lavado con 70% etanol, se eliminé el etanol y se afiadié 400 pl de TE
estéril para disolver el DNA. '
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3.11 Ensayo fluorométrico para cuantificar DNA con YOPRO-1,

Para el ensayo se preparé 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 dilucién fresca
de Yopro-1 a 1 uM con Buffer TAE 1X. En cada pozo se agregaron los reactivos
en el siguiente orden: buffer TEA 1X, 45 ul de YOPRO-1 a 1 pM, muestra de
DNA a cuantificar, el volimen final de la reaccidon fué de 200 pl por pozo. Se
midié la fluorescencia en el lector automatico 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 estandar con cantidades conocidas del plasmido pBR328,
con los datos se hizo una regresion 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 utilizd el protocolo propuesto por el Kit
Multiprimer DNA labelling system de Amersham, para la reaccion de
radiomarcaje se utilizaron: 50 ng del fragmento a marcar, 4 pl dATP, 4 ul dTTP,
4ul dGTP, 5 pl buffer 10X, 5 ul BSA primer, 3 ul dCTP, 2 pl Klenow en un
volumen final 50 pl ajustar con tH20. Se incubd a 37° C 30 min y después 30 min
a temperatura ambiente. Se pasé la sonda marcada por una columna con Sephadex
(G-50 para quitar los nuclétidos que no se incorporaron. Se midié la radiactividad
incorporada (cpm) y se calcul¢ la actividad especifica (cpm/pgr DNA).

3.13 “Southern blot”.

Se utilizaron 15 ng de DNA gendémico de amiba, se digirieron con las
enzimas de restriccién EcoRl, Spel, BamHI y Hindlll. Las digestiones se corrieron
en un gel de agarosa. Se fotografié el gel poniendo una regla fluorescente junto al
gel para ubicar la posicion de las bandas. Se sumergio el gel en 250 ml de HC1
0.25 M durante 20 min con agitacién suave. Se desnaturalizé el gel en 250 ml de
NaOH 0.4 M por 30 min. Se transfiri6 el gel toda la noche utilizando como buffer
de transferencia NaOH 0.4 M. El filtro se lavé con 200 ml de NaOH 0.4 M por 10
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min. Se neutralizé el filtro con 200 ml de solucién de neutralizacién (Tris-HC1 0.2
M pH 7.5-8.0, SSC 0.1X, SDS 0.5%) por 10 min. Se secé la membrana a
temperatura ambiente. El DNA se fijé a la membrana mediante un pulso en el
Stratalinker. Se coloco el filtro en 30 ml de solucién de prehibridacién (formamida
50%, SSC 5X, Denhardt's 1X, SDS 0.25%) durante 4 hrs a 68° C. Se desnaturalizé
la sonda a 100° C durante 5 min. Se hibridé el filtro en 30 ml de soluciéon de
hibridacién mas la sonda radioactiva desnaturalizada, durante toda la noche a 68°
C. Se hicieron 2 lavados en 50 ml de SSC 2 X / SDS 0.1 % durante 5 min a
temperatura ambiente con agitacion suave, 2 lavados en 50 m! de SSC 0.1 X/ SDS
0.1% durante 15 minutos a 68° C con agitacion suave. Se expuso el filtro en
cassette Phosphorlmager.

3.14 Extraccion RNA total amibiano.

Se utilizaron 8 botellas de amibas de 200 ml, se colectaron las amibas en
medio Bl a 1000 xg por 10 min. Se eliminé el sobrenadante y se adicioné al
precipitado 10 ml de TRIzol (5%), se lisaron las células con vértex 1 min, se
dejaron en trizol por 6 hrs a 4° C. Se adicionaron 2 ml de CHCIls. Se dejo 10 min a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 12000 xg por 10 min a 4° C. Se separo el
sobrenadante y se agregaron 5 ml de isopropanol, se mezcl6 por inversién y se
dej6 10 min a temperatura ambiente. Se centrifugé a 12 000 xg por 10 min a 4° C,
se lavo el precipitado con etanol al 75%, se elimind el etanol y se disolvié en 2 ml
de H20-DEPC.

3.15 Preparacion de RNA foli A (4).

Se resuspendieron 0.5 g de oligo dT-celulosa ¢en 1 ml de NaOH 0.1 N. Se
paso la suspension de oligo dT-celulosa a una columna BioRad de 10 ml y se lavd
con 3 vol. de tH20-DEPC y 5 vol. 1X Binding buffer-0.1% SDS para equilibrar.
Se resuspendio el RNA en tH20-DEPC esteril y se desnaturalizé a 65° C por 15
min. Se incub6 el tubo en hielo un minuto y se agregd un vol. de Binding buffer
2X -0.2% SDS. Se aplico el RNA a la columna y se colectaron fracciones de
aproximadamente 500 pl (3-4 tubos). Se desnaturalizé el RNA de las fracciones
colectadas a 65° 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 ml (RNA Poli A-). Se lavé la columna con 10 vol. de 1X Binding buffer-SDS
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0.1% y 5 vol de buffer de lavado. Se eluyé la columna con 5 vol de EDTA 2 mM
y se colectaron fracciones de aproximadamente 500 pl (RNA Poli A+). Se ley6 la
densidad optica de las fracciones colectadas a 260 nm. Se seleccionaron las
fracciones de elucién y se ajustd a una concentracién final de LiCl 0.5 M-SDS
0.1% y se volvieron a pasar por la columna para aumentar su pureza. Por ultimo
se precipitaron las fracciones de RNA con etanol en presencia de 0.18 M de

MgC(Cl, a -20° C.
3.16 “Northern blot”.

Se utilizé material esterilizado y horneado. El peine, la charola para el gel y
el sistema de electroforesis se tratd con NaOH 0.1 M durante toda la noche. Se
prepar6 un gel de agarosa 1.2% / 2.2 M formaldehido, se fundid la agarosa y se
dej6 enfriar en un bafio a 65° C durante 15 min. Se agregaron 34 ml de
formaldehido (2.2 M) y se mezcld suavemente hasta homogeneidad. Las muestras
de RNA se prepararon respetando el siguiente orden: Buffer de carga 30.4 pl,
tH20-DEPC volumen final 40 ul, 1 ug de RNA, las muestras se desnaturalizaron a
65° C/5 min, se pasaron a hielo y se agregd a cada muestras 3 Ll de azul de
bromofenol en formamida. Se cargé el gel inmediatamente y se corrié a 100-150
V. Se lavé el gel en aproximadamente 200 ml de dH20-DEPC/40 min (2X). Se
cortd el carril que contiene los marcadores de peso molecular y se tifié con 50 U
de bromuro de etidio 10 mg/ml / acetato de amonio 0.1M durante 45-60 min. Se
destifiié con acetato de amonio 0.1M durante 5 hrs. El gel (con las muestras a
transferir) se equilibré en SSC 10X por 40 min. Las muestras se transfirieron a
una membrana de nylon Hybond N+ con SSC 10X toda la noche. Se lavé la
membrana brevemente en SSC 6X y dejo secar al aire. El RNA se fij6 a la
membrana usando 2 pulsos de 2 minutos en el Stratalinker y se hibridé con la
sonda especifica.

3.17 Expresion de la proteina recombinante His-EARab8.

3.17.1 Clonacidn de! gene Elvab$ en un vector de expresion.,

A partir de cDNA de amiba se amplificd la secuencia completa del gene Ehrab8
utilizando los primers: 8.4 (5' GCAGGGATCCTCGGAGAAGGATTCAACAAT
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3) v 85 (5' CCCAAAGCTTTTAACAACATCCAGTTGATTC 3", las
condiciones de amplificacién fueron: 94° C : 3 min; 30 ciclos de 94° C 1 min, 50°C
1 min, 72° C 1 min y 72° C por 7 min. El producto de PCR de digirié con las
enzimas BamHI y Hindlll. El plasmido pQE30 (QIAGEN) se digirié con las
enzimas BamHl y Hindlll, se desfosforilé y se utilizo para la reaccién a una
relacion molar 1:10, 1 mol de plasmido pQE30 por cada 10 moles de inserto
Ehrab8, buffer de ligasa 1 X final (1 unidad/Iul), 1 pul T4 ligasa en un volumen
final de 10 pl, 1a reaccién se dejé a 16° C toda la noche.

3.17.2 Expresion de His-EARab8 en E.coli cepa XLI Blue.

Para la expresion de las clonas que contenian la recombinante, se crecié un
preindculo en 1.5 ml LB + 1.5 pl Amp (80 pg/ml) toda la noche a 37° C. Del
preindculo se tomaron 500 ul y se inocularon 4.5 ml de LB + 4.5 ul Amp, se
incubé a 37° C hasta alcanzar una densidad dptica entre 0.6-0.8 a 600 nm,
aproximadamente 2 hrs. Se induj6 la expresién de la proteina afiadiendo al cultivo
1 mM de IPTG (inductor del promotor lac contenido en el vector de expresion
pQE30). Se incubd 2 hrs mas a 37° C. Se tomé 1 ml de cada cultivo y se
centrifugd 1 min a 14, 000 xg, se elimind el sobrenadante y se resuspendié el
precipitado en 50 ul de pBS 1X, se adicionaron 50 ml de buffer de carga 2X + -
mercaptoetanol, se lisaron la celulas con vortex, se hiervieron a 100° C por 10 min
y se analizaron en un gel SDS-PAGE al 15%.

3.17.3 Purificacion de His-EhRab8.

Para expresar la proteina His-EARab8 en un volumen de 100 ml de cultivo
se colectaron las células en 2 tubos Falcon de 50 ml, se centrifugaron a 3000 rpm
durante 15 min a 4° C. Se afiadié a cada tubo solucién de lisis (NaH2P04 50 mM
pH 8 , NaCl 300 mM, imidazol 10 mM) 5 ml/g de peso humedo y se lisaron por
sonicacion. Se tomé muestra del lisado para el control de proteina total y se
centrifugd a 10,000 xg por 10 min. Se separ6 el sobrenadante (fraccién soluble) y
se le afiadi6 1 ml de resina NTA-Ni al 50% previamente homogeneizada, se
mezcla en el nutator 30 min a temperatura ambiente. Al precipitado (fraccion
insoluble) se le agregd el volumen inicial de solucidén de lisis y se resuspendié. La
resina incubada con el sobrenadante se empacé en una columna de S ml. Se lavé
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10 veces con solucion de lavado (NaH2P04 50 mM pH 8, NaCl 300 mM, imidazol
20mM) y se eluy6 con solucidn de elusién (NaH2P04 50 mM pH 8, NaCl 300 mM,
imidazol 250mM), recolectando en fracciones de 0.5 ml. Se midié la densidad

optica de las fracciones a 280 nm para cuantificar proteina. Las fracciones se
analizaron en un gel SDS-PAGE al 15%.

3.18 Expresion de la proteina HGFPCOOHRAabS8.

Las altimas 150 pb del 3" del gene EhRab8 se clonaron en los sitios
BamHI/HindIll del vector de expresion pQE30. E! fragmento clonado se amplificé
por PCR utilizando un oligo interno de la secuencia y el oligo 8.5. Las condiciones
empleadas para la amplificacion y la clonacion fueron las mismas que se utilizaron
para la clonacién del gene EARab8 en el vector pQE30. La expresion y la
purificacidn de la proteina de llevaron a cabo de igual forma.

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

El analisis de la proteina se realizé en geles SDS-PAGE al 15%, segin la
técnica descrita por Laemmil (1970). Como buffer de corrida se utilizé Tank
buffer (Tris 25mM, glicina 19 mM, SDS 0.1%), los geles fueron tefiidos con
solucion de tincion (metanol 10%, acido acético 10%, azul de Coomassie 0.2%).
La electroforesis se llevo a cabo en una camara “Tall Mighty Small” de BIO-
RAD. Los geles para analizar anticuerpos fueron transferidos a membranas de
nitrocelulosa por transferencia semihumeda para su analisis por Western blot.

3.20 Produccién de anticuerpos policionales.
3.20.1 Preparacion del inmundgeno.

En un principio se utilizaron 100 ug de antigeno por conejo, después de
analizar el titulo se aumento a 200 pg. El antigeno se mezclé con 500 pl de
adyuvante completo de Freund (ACF) en la primera inmunizacién 6 adyuvante
incompleto de Freund (AIF) en el caso de las restantes. Se llevé a 1 ml con PBS
1X, la mezcla de pasd por un sistema de jeringas hasta obtener una emulsién
homdgenea.
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3.20.2 Produccién de anticuerpos policlonales.

Los anticuerpos anti His-£ARab8 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 titulo de los anticuerpos por ELISA,
los conejos se sangraron a blanco una vez que habian alcanzado un buen titulo 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 removio el coagulo y se centrifugd por 5 min a 14 000 xg,
se recupero el suero con una pipeta Pasteur y se guardé a 4° C en presencia de
Azida de Sodio 0.02% como preservador.

3.21 Determinacion del titulo de anticuerpos.

El titulo de los anticuerpos se determind por medio de la técnica de ELISA
(del ingles Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Se sensibilizé una placa de
ELISA de 96 pozos con 5 ng de antigeno/pozo (His-EARab8) 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 solucion de lavado (Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 150 mM,
MgS0O4 40 mM, Tween-20 0.05%). Los lavados se hicieron siempre después de
cada reaccion. Se bloquearon los pozos con 100 pl/ pozo de solucidn de bloqueo
(Tris-HCI 50 mM pH 8, gelatina 0.5%, Tween-20 0.2%) con el objeto de evitar
pegados inespecificos durante 2 horas a temperatura ambiente. Se hicieron
diluciones seriadas de los sueros 1:3 partiendo de una dilucién inicial 1:30 en
buffer de reaccion (Tris-HC] 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, gelatina 0.1 mg/ml,
Tween-20 0.05%). Se incubd 1 hora a temperatura ambiente, se agreg6 el 20.
anticuerpo 1gG (H+L) Anti-conejo de cabra conjugado a peroxidasa (Zymed)
utilizando una dilucion 1:2500 respecto a la presentacion comercial y se incubé |
h a temperatura ambiente. La reaccién se reveld adicionando 50 u! de sustrato
ABTS a cada pozo. Se detuvo la reaccion con 25 pl de acido fluorhidrico
concentrado por pozo y se ley6 la densidad dptica a 405 nm en el lector
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automatico de ELISA (BIO-RAD) utilizando el programa Microplate Manager
4.0.

3.22 Purificacion y caracterizacién de los anticuerpos policlonales.
3.22.1 Acoplamiento de HGFPCOOHRab8 a Sefarosa 4B-CNBr.

Se pesd 1 gr de sefarosa 4B-CNBr (1 gr-puede unir hasta 10 mg de
proteina, 1 gr hidratado da un volumen de 3 ml), se hidraté la sefarosa 4B-CNBr
con HCI 1 mM, hasta disolver los cristales de lactosa, se filtr6 y se lavé con el
mismo buffer. En un tubo falcon se puso la sefarosa 4B-CNBr hidratada y 1 mg de
proteina HGFPCOQOHRAab8 pura, se agitd por 1 hora en el nutator. Se centrifugé la
mezcla y se leyd la absorbancia del sobrenadante a 280. Se calculé la eficiencia
del acoplamiento restando la absorbancia del sobrenadante en mg/ml a los mg
iniciales de proteina puestos a acoplar, la eficiencia fué de un 90%.

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

Se pesd | gr de Sefarosa 6B-Tiopropilo (1gr puede unir hasta 10 mg de
proteina, 1 gr disuelto da un volumen de 3ml), se hidraté con un buffer de fosfato
de sodio 0.1 M pH 6.6 / EDTA 1 mM por 15 min. Se filtrd vy se lavd la resina con
el mismo buffer. Se pasé la resina a un tubo y se afiadieron 6 mg de péptido
previamente disuelto en 100 pl de DMSO. Se agitd toda la noche y se lavo la
columna con Tris-HC1 0.1 M pH 8 / B-mercaptoetanol 0.5 mM para inactivar los
grupos tiopropilo que hayan quedado libres.

3.22.3 Purificacion de anticuerpos.

El suero se diluyé con 2.5 ml de Tris-HCI 0.2 M pH 8 (relacion 1:1). Se
mezcld y se centrifugé a 14, 000 xg. Se empacéd la columna (hecha en el
laboratorio con una jeringa de 5 ml y un filtro) con la resina sefarosa 4B + el
inmunoadsorbente. Se equilibrd la columna con Tris-HC1 0.1 M pH 8. Se lavé con
Tris-HC] 0.1M pH 8 / NaCl 0.5M y se eluyeron los anticuerpos con acido acético
0.1M. Inmediatamente s¢ neutralizaron con Tris-HCl 1 M pH 8. La cantidad de
anticuerpos purificados se cuantificé leyendo la adsorbancia a 280. Se neutralizé
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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 Preparacion de muestras y lisado amibiano.

Las muestras de proteinas a analizar se desnaturalizaron a 100° C en
presencia de B-mercaptoetanol 2.5%. Para los lisados amibianos, los trofozoitos se
resuspendieron en 1/4 del volumen total de buffer 5X (Composicion del buffer: SB
buffer 10X, E64 (inhibidor de cistein proteasas a una concentracion final de 0.5
mM) y PMSF (inhibidor de serin proteasas a una concentracion final de 5 mM).
Las células se lisaron mecanicamente con vortex, la muestra se hirvio a 100° C, se
centrifugd a 14,000 xg un par de minutos y s¢ cargd en un gel SDS-PAGE al 15%.

3.24 “Western blot” (Inmunodeteccién).

La transferencia de proteinas a un soporte sélido (membrana de
nitrocelulosa, Bio-Rad) se realizé utilizando el método de transferencia
semthumeda en una camara de transferencia de geles OWL. Para la transferencia
se siguio el siguiente orden: 3 papeles filtro Whatman 3 mm nam. 1, el gel a
transferir, la membrana de nitrocelulosa y 3 papeles filtro Whatman 3 mm nim. 1
encima, todos ellos humedecidos en el buffer de transferencia (Glicina 39 mM,
Tris-Base 48 mM, SDS 0.037%, metanol 20% pH 7) para Western blot. Se
transfirio por 1 hr a 400 mA a corriente constante. La nitrocelulosa se bloqued
toda la noche en 5% leche descremada en buffer TBST (Tris-HCI1 10 mM pH 7.5,
NaCl 150 mM, Tween-20 0.05%) con agitacion a temperatura ambiente. Se lavo la
membrana 3 veces con TBST/10 min después de cada reaccién. Se incubé con el
primer anticuerpo (1pug/ml de anti His-E4Rab8) en 10 ml de TBST + 0.1% leche
descremada durante 1 h a temperatura ambiente. Se incub6 con el segundo
anticuerpo Ap-Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Zymed) utilizado a una dilucién
1:2500 respecto a la presentacion comercial en TBST + 0.1% leche descremada
durante 1 hr a temperatura ambiente. Se revelo la membrana con 10 ml de buffer
NBT/BCIP (Zymed), 1 ml de cada uno en 8 ml de H20, la reaccién se detuvo coi
5 mM EDTA.
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3.25 Fijar células con P-formaldehido 4%

Para la citolocalizacion de la proteina EARab8 se utilizaron 2 tubos de
amibas en fase logaritmica. En placas de cultivo de 6 pozos se colocd un
cubreobjetos por pozo y se agregaron 2 ml del cultivo amibiano a cada pozo. Se
selld la caja de cultivo con parafilm y se incub6 a 37° C por 1 h en la camara
anaerébica (Forma Scientific, Inc. modelo 1025). Se prepararon 100 ml de una
solucion de paraformaldehido al 4% (para disolver se le agregaron 100 pl de
NaOH IN y se calent6 a 60° C. Se dejo enfriar y se afiadieron 50 ml de PBS 2X +
0.02M lisina). Se removieron los 2 ml de suero BI-S y se lav6 1 vez con 1 ml de
PBS 1X a 37° C. Se agregé 1 ml de paraformaldehido 4% y se incubd por 10 min.
Para permeabilizar las células se removid el paraformaldehido y se lavd 3 veces
con PBS 1X + 0.05% TRITON X-100 por 10 min cada uno. Los lavados se
hiceron despues de cada reaccidon. Se bloqued con una solucién de leche
descremada al 5% utilizando 1 ml por pozo durante 1 h. Se removié la leche y se
lavo 1 vez con 1 ml de PBS 1X 10 min. Para la tincion de nucleo (con PI) se
trataron las celulas fijadas con RNAsa a una concentraciéon de 150 pg/ml en PBS
1X 20 min. a 37° C,se usé 1 ml por pozo. Se preparé una dilucién de ler
anticuerpo en leche descremada (5 pg/ml) y se pusieron 500 pl de la dilucién a
cada pozo, se incubd 1 h a temperatura ambiente. Se prepard una dilucion 1:1000
de 2o0. anticuerpo Alexa 488, se adiciond 1 ml por pozo y se incubé 1 h a
temperatura ambiente. Se prepar6 una dilucién 1:1000 del stock de PI en PBS 1X.
Se utilizé a una concentracion final de 2 pug/ml. Se puso 1 ml por pozo. Se dejé
por 10 min. Se removid. 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 sell6 con bamiz.
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1V RESULTADOS

4.1 Obtencién de la secuencia completa del gene Ehrab8,
4.1.1 Tamizado de un banco genémico de E. histolytica.

Para obtener la secuencia del gene Ehrab8, se realiz6 un tamizado del banco
gendmico AZAPII de Entamoeba histolytica [Pérez-Monfort and Saavedra-Lira,
1994]. Como sonda para el tamizado se utilizé 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 amplificd en el
laboratorio utilizando los oligonucle6tidos Rab 8.1 y Rab 8.2 (ver secuencias en
Materiales y Metodos), como templado de la reaccion se utilizé ADN genémico
de E. histolytica. Se obtuvieron 11 clonas positivas las cuales fueron escindidas in
vivo para dar lugar a plasmidos tipo pBSSK(-) que contuvieran el inserto
genomico flanqueado por sitios de restriccion EcoRI. Las clonas escindidas fueron
analizadas por PCR utilizando los oligonucledtidos Rab 8.1 y Rab 8.2. De las 11
clonas analizadas inicamente 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 lo que en los siguientes analisis
se procedié a caracterizar estas 5 clonas con mas 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 anélisis por BLAST (del servidor NCBI via internet) de
las 5 clonas mostré que las secuencias no presentan homologia 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 Anailisis del patron de restriccion de las clonas que amplifican el
fragmento de 203 pb.

Para caracterizar el inserto contenido en las 5 clonas positivas, se realizé un
analisis del patrén de restriccion que consistié en dos partes: en primer lugar las
clonas se digirieron con la enzima de restriccién EcoRI para liberar el inserto y
conocer su tamafo. 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) s6lo se linearizaron, Para liberar el inserto de las clonas
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11.3.3 y 11.3.5 se realizd una digestion con las enzimas BamHI y Hindlll ya que
los sitios de restriccion respectivos se encuentran flanqueando el sitio £coRI. 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 escision del fagémido.

La siguiente parte del analisis del patron de restriccién consistié en digerir
las clonas utilizando diferentes enzimas de restriccion con el objeto de encontrar
una enzima que digiriera al inserto en varios fragmentos favoreciendo el analisis
por subclonacién y la secuenciacién. Se eligieron enzimas de restriccion que
cortan en secuencias ricas en A/T ya que el genoma de la amiba es rico en estos
nucleotidos. Las enzimas utilizadas fueron: BamHI, Hindlll, Accl, Clal, EcoRV,
Hpal, Dral, Xhol, Xbal, Pstl, Bcll, Bglll y Sspl. De estas enzimas unicamente
EcoRV, Bglll y Sspl cortaron el inserto. Se eligié trabajar con Sspl ya que con esta
enzima se¢ obtuvo el mayor nimero de bandas. En la Figura 7. se muestra la
digestién de las clonas con la enzima Sspl: las clonas 8.1.15 y 8.1.2 presentan ¢l
mismo patrén de restriccién, mientras que las clonas 11.3.3 y 11.3.5 son iguales
entre si y la clona 8.1.3 se digirié parcialmente. Para identificar cuales de los
fragmentos de restriccién Sspl corresponden a la secuencia del gene Ehrab8 se
realizd un Southern blot; los resultados se describen en el siguiente inciso.

4.1.3 Analisis por Southern blot de las clonas.

Se realizé un Southern blot de las 5 clonas digeridas con las enzima Sspl
para identificar cuales de los fragmentos de restriccidn hibridaban con la sonda
especifica de Ehrab8 utilizada en el tamizado. La subclonaciéon de estos
fragmentos facilitaria la estrategia de secuenciacién de las clonas.

En la Figura 7, se muestran los resultados del analisis de las clonas por
Southern blot. La sonda hibridé 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 tamario del inserto,

los fragmentos correspondienies a la secuencia de EArab8 son los mismos ¢n cada
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Liberacion del inserto

1 2345067 1 23 4567

Digestion EcoRI Digestion BamHI/HindIl1

Carriles: 1. AHindlIll; 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 liberacién del inserto contenido en las 5 clonas positivas que
amplificaron el fragmento conocido de 203 pb. Las clonas 8.1.15, 8.1.2 y 8.1.3 liberan el
inserto al digerirse con EcoRl, las clonas 11.3.3 y 11.3.5 liberan el inserto con la
digestién doble BamHI/HindIIL.

Southern blot de las clonas positivas

1234567 1 2 3435 67

Carriles: 1. AHindlll; 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 Sspl
y tefiidas con bromuro de etidio, el gel de la derecha muestra el Southern Blot de las
clonas. Como sonda se utilizé el fragmento conocido de Ehrab8.
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clona, por lo que para los siguientes estudios utilizamos unicamente a la clona
8.1.15.

4.1.4 Secuenciacion de la clona 8.1.15.

La clona 8.1.15 fue secuenciada con los oligonucleétidos universales T3 y
T7 especificos para el plasmido pBSSK y el oligonucleétido Rab 8.2 especifico
del gene Ehrab8. Las secuencias obtenidas fueron analizadas utilizando los
siguientes programas: BLAST del servidor NCBI via internet y GeneWorks
version 2.5.1 (IntelliGenetics, Inc.). En la Figura 8 se muestra la estrategia de
secuenciacion utilizada. El alineamiento de la secuencias obtenidas con los
oligonucledtidos 8.2 y T7 frente a la secuencia del fragmento amplificado por
PCR y la reportada como EST confirmo la presencia de secuencia Ehrab8 en la
clona 8.1.15 e indicé la orientacion del gene Ehrab8 respecto a la clona. Por otro
lado, el analisis de la secuencia del gene EArab8 en esta clona mostro que el gene
se encontraba truncado en su extremo 3" debido a la presencia de un sitio de
restriccion EcoRl. El fragmento de 900 pb identificado en el andlisis por Southern
blot fue subclonado en el vector pBSSK y secuenciado con los oligonucledtidos
T3 y T7, de esta forma se verificé el 5° del gene Ehrab8 contenido en este
fragmento.

El analisis por BLAST de la secuencia de la clona 8.1.15 obtenida con el
oligonucledtido T3 mostrd 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 organizacién 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 cDNA Ends). Se amplificé el 3’
del gene utilizando como templado cDNA de amiba sintetizado a partir de RNA
Poli (A+) usando los oligonucledtidos sentido Rab 8.1 y antisentido AUAP-B ( ver
Materiales). Se realizé una reamplificacion ("nested-PCR") utilizando como
templado el producto de la primera reaccion, el oligonuciedtido AUAP-B y un
oligonucléotido interno superpuesto al primero Rab 8.3 (ver Materiales y-
Métodos).
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Estrategia de secuenciacion del gene Ehrab8

Sspl Sspl EcoRl
5° v v v 3’
rab8 completo -
Olige T7 (e -}
0ligo/8.2/Us ([ —
B. 900 Rv (c) -—
Olige/8.2/Lab -
EhRab&n /GE —_——
sonda rab§ —
oligo 8.3 E—
2 'RACE /rv -

Figura 8. La secuencia del gene Ehrab8 de 5° a 3’ esta representada por la
primera flecha. Los sitios de restriccion Sspl y EcoRI se encuentran ubicados.
Las flechas restantes representan la estrategia de secuenciacion del gene Ehrab8
utilizando diferentes oligonucledtidos (T7, Rab 8.2, Rab 8.3) y la ubicacion de la
sonda utilizada en el tamizado. Algunas regiones fueron secuenciadas mas de
una vez.




Organizacion del gene Ehrab8 dentro de la clona 8.1.15.

Seq desconocida del
tnserto

valyl- (RNA Sintetasa Z°°R1

Aprox. 5Kb

pBSSK

Figura 9. El tamaiio del inserto representado linealmente en colores es de aprox. 5 Kb. El gene
Ehrab8 se representa en rojo, el intrén en amarillo y las secuencias promotoras en verde. La
ubicacion de algunos oligonucledtidos utilizados en la secuenciacion se representa en flechas
azules. En rosa se representa la ubicacién de un fragmento del gene Valyl-tRNA sintetasa.




Como producto de la reaccioén se obtuvo un fragmento de aprox. 460 pb, el
cual se clond en el sitio de restriccién Smal en el vector pBSSK. 9 de 10 clonas
analizadas por restriccion con las enzimas BamHI y Hindlll liberaron un
fragmento de aprox. 460 pb (ver Figura 10), cuya identidad fue determinada por
analisis de secuencia. Las 9 clonas contenian el mismo fragmento. La secuencia
obtenida se empalmé alineandola con la secuencia de la clona genémica 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
proteina de 200 aa con un peso molecular tedrico de 22,272 Daltons. La secuencia
genémica de Ehrab8 se encuentra interrumpida por un intrén de 58 pb que
disrumpe el marco abierto de lectura en el nucleétido 289. El intrén fue
identificado por la presencia de secuencias conservadas aceptoras y donadoras de
“splicing” (GT y AG) en el gene EArab8. Se realizé el analisis del uso de codones
de Ehrab8 utilizando el programa Codon Preference del paquete GCG. En la
Figura 12 se muestran los resultados de este analisis. El gene EArab8 tiene un uso
prefencial de codones de E. histolytica conservado en el primer marco de lectura
segin el andlisis. Igualmente, el analisis de la composicién nucleotidica del gene
Ehrab8 indica que la regidn codificante del gene es rica en los nucledtidos A y T,
por arriba de un 70%, caracteristica observada en los genes amibianos. Los
resultados se muestran en la Tabla 3.

NUCLEOTIDO CANTIDAD PORCENTAJE
A 247 38
C 77 12
G 125 18
T 209 32
C+G 202 30
A+T 456 70

Tabla 3. Composicién nucleotidica del gene Eirab8.
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Liberacion del inserto de las clonas 3’ RACE

1 23 45678 910111213

AHIndIII

Clonas analizadas
Inserto amplificado PCR
pBSSK digerido

Figura 10. Analisis de restriccion con las enzimas BamHI/HindlIll de las
clonas obtenidas por 3° RACE.




Rab8 de Entamoeba histolytica

GATGGACCAG AAGAAGAAAA AATTTTAGAA AAGAACATUC AAGAAGCAAG GGTATTAAAT GAAAAAAMATC GAGCAGCTAA ATCACCTGTT 90

ATTGTGATTG ATGTTGATGA GCCAAAACCT TAGTTATTTA TAAATAAMATT TATTTGAGCG TCAATGGTTA TGAATAATTG CATTATTAAA 180
ATTATGAAAG AAAAATTATA TGAATAAAAA ATGAAATTAG AGTTACATAA AATTTTACTT CTTTTATGAA AAATTTGTIA TIAATIAIAA 279

GTTTAATATA AAAMMAAAAAG AAMGAAAAAA CTAATTAATA AAMAAACAA ATGTCGGAGA AGGATTCAAC AATTAAACTA 360
M S EK DST IKIL
TTACTCATTG GAGAMGTGG AGTTGGGAAA AGTTCACTTT TACTTAGATT TTCTGAAGAT GCTTTCAACC CAATGTACAT TACGACTGTA 450
L LIGESG VGK SSLL LRF SED AFNPMYTI TTUV
GGTATTGATT TCAGAGTTAA AAATATTGAG TTAGATAATA AGAAATTAAA GTTACAAATA TGGGATACGG CTGGACAAGA ACGATTTAGA 540
G IDF RVK NIE LDNKKLEK LQI WDTA GQE RFR
ACTATTGTAT CAAGTTATTA TAGAGGAGTT ATGGGAATTG TTTTAGTATA TGATATTACT TCAAGAGAGT CTTTTAACAg tttgttttao 630
TIVS SYY RGV MGIV LVY DIT SRES FNSES
tattttoott goaotgogot otgtotgeoa tgotgtttoo tgottogACA TTGAATATTG GATGAGAAAC ATTGAAGCTA ATGCAGACCA 720
1 EYW MRN I EAN ADOQ
AMTGTTAAT AAMATTCTTG TTGGAAATAA GTGTGATGCT GAAGATAAAA GAGTTGTTAC AAGTGAAGAA GGACAACAAA TGGCTAATAA 810
NVN KILV GNK CDA EDKZR VVT SEE GQQM ANEK
ATTAGGAATT CCATTCTTAG AAACATCTGC CAAMMATTCA TTAAAAGTTG ATGACTGTTT TATTTCATTA GCACGTGATG TTATTCAAAG 909
LGI PFLE TSA KNS LKVD DCF ISL ARDVY IQR
AATTGGTGAA TCATCTCAAA GTGCACAACC AGGAATTGTT GACCCAACCC AACAAACCCA ACCAACTGAA TCAACTGGAT GTIGTTAATC 999
I1 GE SSQS AQP GIV DPTQ QTQ PTE STGC C .
ACATTTCCTT CTTCTTCAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA | 1830

Figura 11. Secuencia completa del gene EArab8. En azul se muestra la secuencia codificante, en rojo
el intr6n de 58 pb, los recuadros marcan la caja CAT, dos cajas TATA vy la sefial de poliadenilacién
putativas. El inicio de la transcripcién se indica con una flecha. En negro se marca la secuencia en

aminoacidos.
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Figura 12. La linca continua representa el uso de codones del gene Ehrab8. La figura muestra 3
marcos de lectura. Ehrab8 conserva el uso preferencial de codones de E. histolytica en el primer
marco de lectura. La linea punteada representa el desvio de la tercera base segun el % de GC.




4.2 Identificacién del inicio de la transcripcién.

Como parte de la caracterizacion de la secuencia del gene Ehrab8, se
identificé el sitio de inicio de la transcripcién utilizando la técnica de 5° RACE.
Como templado para la amplificacion se utilizé cDNA de amiba generado a partir
de RNA poli (A+) modificado por la adicién de una etiqueta de G’s en el extremo
5°. Los oligonucleétido (sentido) oligo dC y (antisentido) Rab 8.5 (ver Materialesy
Métodos) fueron utilizados en una primera reaccidn de PCR.. Se realiz6 una
segunda amplificacion (“rested-PCR”) utilizando como templado el producto de
la reaccion anterior, los oligonucleétidos oligo dC y Rab 8.2 (ver Materiales y
Meétodos) . El producto obtenido se cloné en el vector pBSSK (-) digerido con
Smal y las clonas positivas aisladas fueron secuenciadas utilizando el
oligonucleétido Rab 8.2. El inicio de la transcripcion del gene EArab8 se encontré
a 11 pb corriente arriba del inicio de la traduccioén (ATG); la secuencia inicio de la
transcripcion es AAAA. (donde A indica el nucle6tido 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 gendmica 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
transcripcion, este residuo no se encuentra en la secuencia gendémica. En
eucariotes una de las modificaciones post-traduccionales que sufre el RNA
mensajero para su maduracion es la modificacion quimica de su extremo 5° por la
adicién del nucledtido modificado 7-metilguanosina (7mG) por una
guaniltransferasa. A esta modificacion se le llama “cap” y se piensa que ¢s el sitio
de reconocimiento para que el RNA mensajero se una al ribosoma, migre hasta el
codon de inicio ATG e inicie la traduccion [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 maduracién por “Capping”.

En la secuencia 5° no codificante del gene Ehrab8, identificamos 2 cajas

TATA putativas TATAATTA y TATTAATT ubicadas en la posicién —60 a 51 y
—72 a—63, respectivamente, las cuales fueron localizadas por homologia con la
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Alineamiento del 5° RACE de Ehrab8

ERRab8
Clonad 5'RACE
Clora? S'RACE

EhRabg
Clonad 5'RACE
Clona? 5'RACE

EhRab8
Clonad 5'RACE
Ctona? 5'RACE

EhRab3
Clonad 5'RACE
Clona? 5'RACE

—>

CTAATTAATR ARRARARCAR RTGTCGGAGA AGGATTCARC ARTTAARCTA TIACTCATIG
CCCCCCCOR RRRARRACAR ATGTCGGAGA RGGATTCARC RATTRARCTA TTACTCATTE
CCCCCCOoR AARRARACAR ATGTCGGAGR AGGATTCAAC RATTARACTA TTACTCRTTG

GAGRAAGTGG AGTTGGGARR AGTICACTTT TACTTAGATT TTCTGAAGAT GLTTTCARCE
GAGAAAGTGG AGTTGOGAAR AGTTCACTTT TACTTAGATT TTCTGRAGAT GCTTTCARACC
GRGARRGTGG AGTTGGGARA AGTTCACTTT TACTTAGATT TTCTGRAGAT GCTTTCAACC

CRAATGTRCAT TACGACTGTR GGTATTGATT TCAGAGTTRA RARATATTGHG TTAGARTAATA
CAATGYRCAT TRACGACTGTA GGTATTGATT TCAGAGTTAR ARATATTGAG TTAGARTAATA
CARTGTACAT TACGRCTGTA GGTATTGATT TCAGRGTTAA ARATATTGAG TTAGATAATA:

GARATTAAA GTTACRAR-

GARATTAAA GTTACAAATA TGGGATACGG CTGGACARGA ACGATTTAGA ACTATTGTAT
GARATTARAR GTTRCARAR-

Figura 13. La primera linea corresponde a un fragmento de la secuencia
gendémica del gene Ehrab8, la segunda y tercera linea corresponden a la
secuencia de 2 clonas obtenidas por 5° RACE. La flecha indica el inicio
de la transcripcion. Notese el residuo G extra (marcado con un punto
negro) presente en las clonasde 5" RACE pero ausente en la secuencia

gendémica.
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caja tipo TATA consenso TATTTAAA reportada en amiba [Bruchhaus et al,
1993]. De igual manera, la sefial consenso de poliadenilaciéon CATT reportada
para otros genes de amiba [Bruchhaus et al, 1993] fue identificada en la posicion
+605 a +609 del gene Ehrab8. En la Figura 11 se muestran los elementos
regulatorios encontrados.

4.3 Secuencia polipeptidica de EhRab8 deducida y homologia.

El marco abierto de lectura del gene Fhrab8 es de 600 pb y predice una
proteina de 200 aa con un peso molecular tedrico de 22, 272 daltons. El analisis
por BLAST (version Blastp 2.1.2 del NCBI) de la secuencia polipéptidica mostrd
que £EARab8 guarda un alto porcentaje de identidad con proteinas tipo Rab8 de
otros organismos, la Tabla 4 resume estos datos.

Se realizaron alineamientos de la proteina EARab8 con sus homélogos en

otros organismos. En la Figura 14 se muestra el alineamiento entre proteinas tipo
Rab8 y £ARab8.

Organismo Identidad Similitud

% %
Caenorhabditis elegans 63 83
Saccharomyces pombe 62 83
Dictyostelium discoideum 61 79
Drosophila melanogaster 58 77
Rattus norvegicus 54 73
Saccharomyces cerevisiae 47 70

Tabla 4. Porcentaje de identidad y similitud entre la proteina E4Rab8 y sus homologos
de diferentes organismos. Analisis realizado con el programa BLAST 2 sequences
version Blastp 2.1.2 del NCBI).

Como parte de la caracterizacion de la secuencia de EARab8, se realizé un
analisis comparativo de los motivos de unidén a GTP identificados en EARab8 y los
motivos consenso conservados entre las GTPasas. De igual forma, se identificaron
en la secuencia de EARab8 los motivos que caracterizan a las proteinas Rab segiin

53




E.

S.
D
S.
D.
R.

2ONDLL ADLDOM

AONONM

E
S
D
S.
D,
R.

. discoideum

histolytica
cerevisiae

pombe
melanogaster
norvegicus

B T

histolytica ae
cerevisiae a9
. discoideum a4
pombe as

melanogaster a7

norveg:cu 5 37

. histolytica ea

cerevisiae o7

. discoideun 92

pombe 86
melanogaster es
norvegicus 8s

. histolytica 13z
, cerevisiae 144

. discoideurn 1a0
pombe 134
melanogasterias
norvegicus 133

. histolytica 180
. cerevisiae 192

. discoideum 187
pombe 131

melanogastera
norvegicus 1s1

Figura 14. Alineamiento entre proteinas tipo Rab8 de diferentes organismos. G1-G4
indican los motivos de unién a GTP, en cursivas se marca el dominio efector.
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el trabajo de Percira-Leal and Seabra, 2000. La tabla 5 muestra el analisis
realizado. Los motivos de unién G-2, G-3 y G-4 de EhRab8 son altamente
conservados con respecto a los consensos reportados. El motivo G-1, el méas
variable de todos, presenta los aminoacidos GKS conservados. En el dominio
efector caracteristico para proteinas Rab TIG(I/V/AXD/E)F(K/G/L) involucrado
en la interaccion con moléculas efectoras también se identificé en EARab8
(TVGIDEFR), pero en lugar del residuo conservado isoleucina tiene una valina y la
uitima lisina, glicina o leucina descrita para el consenso aparece en £ARab8 como
arginina. Los motivos RabFs son exclusivos de la proteinas Rab y por lo tanto
pueden diferenciar a las Rab de otras GTPasas. EARab8 presenta los motivos
RabF2, RabF3, RabF4 y RabF5 altamente conservados. El motivo RabF1 se
encuentra menos conservado. Por lo anterior podemos asegurar que la proteina
EhRab8 es un auténtico miembro de la familia de las proteinas Rab.

Motivos de union a | Motivos de unién a | Motivos RabF de Motivos RabF de
GTP consenso GTP de EhRab8 proteinas Rab EhRab8
G-1 GXXXXGKS/T G-1 GESGVGKS RabF1 IGVDF RabF1 VGIDF
G-2 LDTAGQE G-2 WDTAGQE RabF2 KLQPW RabF2 KLQIW
G-3 VGNKCD G-3 VGNKCD RabF3 RFRSIT RabF3 RFRTI
G-4 I[ETSAK G-4 LETSAK RabF4 YYRGA RabF4 YYRGV
RabF5 LVYDIT RabF5 LYYDIT

Tabla 5. Comparacién de motivos de unién a GTP y de motivos RabF consenso
con los motivos encontrados en £hRabs8.

4.4 “Southern blot”.

Para conocer el niimero de copias del gene Ehrab8 presentes en el genoma
de E. histolytica, utilizamos la técnica de “Southern blot”. Se digiri6 DNA
gendmico de amiba con las enzimas de restriccién EcoRlI, Accl y Spel. Después de
transferir el DNA a la membrana se hibridé con un fragmento de 150 pb
correspondiente al extremo 3’ de la secuencia codificante de Ehrab8 (ubicada
corriente abajo del sitio de restriccion EcoRI identificado en el gene). Esta region
es especifica del gene Ehrab¥ ya que codifica para una regidn poco conservada
entre las proteinas Rab. Como controles del experimento en el gel se incluyé un
carril con DNA gendémico sin digerir y uno con el fragmento utilizado como
sonda. En la Figura 15 se muestran los resultados del “Southern blot”. La sonda
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hibrida con sélo un fragmento producto de la digestion con EcoRI
aproximadamente de 20 600 pb, lo cual sugiere que Ehrab8 se encuentra presente
cOmo unica copia en el genoma de la amiba. Este resultado fue confirmado por las
digestiones con las enzimas de restriccién Accl y Spel, donde se observé que la
sonda hibrida con sélo un fragmento de restriccién producido por cada enzima.

Cabe mencionar que el gen Ehrab8 no contiene sitios de restriccién para esas
€nzimas.

4.5 “Northern blot”,

Para analizar la expresién y el tamafio del transcrito del gene Ehrab$, se
utilizé la técnica de “Northern blot”. Para el experimento se utiliz6 RNA poliA (+)
y RNA poliA (-) de amiba y la misma sonda que en el experimento de Southern
blot. Los resultados del Northern blot del gene EArab8 se muestran en la Figura
15. En el carril correspondiente al RNA poliA (+) se observd que la sonda hibrida
con una sola banda lo que indicé que EArab8 se expresa como un transcrito tinico
de 725 bases, aproximadamente.

4.6 Expresion de la proteina recombinante His-EARab8.

La proteina EARab8 se expresé en E.coli como proteina recombinante con
una etiqueta de 6 His en el extremo amino terminal, la etiqueta esta contenida en el
vector de expresion pQE30; esta etiqueta facilita la purificacion y la deteccién de
la proteina recombinante. La secuencia del gene Fhrab8 se amplificé a partir de
cDNA especifico utilizando los oligonucledtidos ATG Rab 8.4 y Stop Rab 8.5 (ver
Materiales y Métodos) que incorporan a Ja secuencia los sitios de restriccion
BamHl y Hindlll, respectivamente. El producto obtenido se cloné en el vector de
expresion pQE30 (QIAGEN) en los sitios de restriccidn correspondientes. De esta
manera realizamos una fusién traduccional entre la secuencia de pQE30 que
codifica para un péptido con histidinas en el carboxilo terminal y la secuencia
codificante de EARab8. La clona obtenida fué secuenciada para verificar que la
construccion se encontrara en fase y que no se hubieran introducido cambios en la
secuencia durante la amplificacion. En la Figura 16 se muestra un esquema de la
construccion His-EA#Rab8.
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Figura 15. Northern y Southern blot de EArab8. A. Northern blot, €l gene se
expresa como un transcrito de aprox. 0.725 Kb. B. Southern blot, muestra que
Ehrab8 se encuentra como Unica copia en el genoma de E. histolytica. Como
sonda en ambos casos se utilizaron las tltimas 150 pb del gene Ehrabs8.




Para la expresion de la proteina recombinante His-EARab$8, la construccion
pQE30-EARab8 se transformd en la cepa XL1 BLUE de E. coli y se cultivd en
presencia de IPTG 1 mM durante 2 horas. Las células cultivadas fueron lisadas por
sonicacion y se analizaron muestras del lisado total de proteinas en un gel de
proteinas SDS-PAGE al 15% teifiido con azul de Coomassie. En la Figura 17 A se
muestra el analisis de la expresioén de la proteina His-EARab8 de la clona pQE30-
6. Se analizaron los lisados totales de la clonas con y sin induccién con IPTG. Los
resultados muestran que la clona analizada expresa una proteina de
aproximadamente 24 kDa correspondiente al tamafio esperado de la proteina
recombinante His-EARab8.

4.7 Determinacion de )a solubilidad de la proteina.

Para determinar la solubilidad de la proteina His-EARab8, se tomaron
células de E. coli transformadas con la construccién pQE30-£#Rab8 e inducidas
con IPTG 1 mM, se lisaron por sonicacion y se hizo la separacidn de las fracciones
por centrifugacién. El sobrenadante corresponde a la fraccion soluble mientras que
la pastilla corresponde a la fraccion insoluble. Ambas fracciones fueron analizadas
en un gel de SDS-PAGE al 15% y tefiidos con azul de Coomassie. En la Figura 17
B se presentan los resultados de la determinacién de la solubilidad de His-E#Rab8
de la clona pQE30-6. Los resultados muestran que la proteina His-EARab8 se
expresa mayoritariamente en la fraccién soluble.

4.8 Purificacion de la proteina His-EARab8,

La purificacién de la proteina se llevé a cabo por cromatografia de afinidad
en una matriz agarosa-Ni-NTA (niquel-acido nitriloacético) que presenta afinidad
por moléculas etiquetadas con residuos histidina consecutivos lo que facilita su
purificacion. La proteina recombinante His-E#Rab8 queda unida al Ni-NTA de la
resina para posteriormente ser eluida con una solucién que contiene imidazol que
compite con las histidinas por la union a niquel. Para la purificacién se incub6 la
fraccion soluble con 1 ml de agarosa Ni-NTA (QIAGEN) por 1 h v se empacd la
mezcla en una columna. Las fracciones de lavado y elucion se analizaron en un gel
de SDS-PAGE al 15% y se tifieron con azul de Coomassie. La Figura 17 C
muestra los resultados obtenidos de la purificacién de His-EARab8 de la clona
pQE30-6. La proteina His-EhRab8 purificada se observa como una banda intensa
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Figura 16. La regién codificante de Ehrab8 se representa en
morado fusionado en el amino terminal a una etiqueta de 6
His representada en amarillo. En la Figura se marcan los
sitios de clonacién en el vector de expresion pQE30.

Analisis de la proteina His-EhRab$8

F. soluble
F. Insolubl

Figura 17. A. Expresion de la proteina His-FARab8. B. Andlisis de
solubilidad de His-E#Rab8. C. Prote{na His-EhRab8 purificada.
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de aproximadamente 24 kDa. A partir de un cultivo de 100 ml se obtienen
aproximadamente de 0.6 a 1 mg de proteina purificada.

4.9 Obtencién de anticuerpos anti His-FARab8.

Para producir anticuerpos policlonales contra la proteina £4Rab8 se inoculo
la proteina recombinante His-E#Rab8 purificada en dos conejos (48 y 49) de la
especie Nueva Zelanda durante tres meses. Los titulos de los anticuerpos
producidos fueron cuantificados por la técnica de ELISA. La reaccion 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 inmundgeno; el titulo alcanzado por el conejo 48 fue menor al del
conejo 49: 71280 y 92890 respectivamente, la Tabla 6 resume los titulos
obtenidos.

FECHA TITULO

Sangria 48 49
21/9/99 2009 2058
4/10/99 5138 12500
18/10/99 12020 23790
5/11/99 20810 39610
18/11/99 32350 49740
3/12/99 (Blanco) 71280 92890

Tabla 6. Titulos medidos por ELISA
4.10 “Western blot” con suero total.

Para evaluar la sensibilidad de los anticuerpos obtenidos se realizé un
analisis por “Western blot” utilizando diferentes cantidades de proteina His-
EhRab8 purificada (50ng-500ng). Como primer anticuerpo se utilizé una dilucién
1:500 del suero del dltima sangrado de cada conejo. La Figura 18 muestra los
resultados. Los anticuerpos anti His-EhRab8 presentes en el suero de ambos

conejos detecten 50 ng de proicina His-EARab8.
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4.11 Purificacion de los anticuerpos.
4.11.1 Expresién de la proteina recombinante His-GFPCOOHRab8.

Para obtener anticuerpos que reconocieran especificamente a la proteina
EhRab8 decidimos purificar los anticuerpos por cromatografia de afinidad
utilizando como inmunoadsorbente la region carboxilo terminal de la proteina
EhRab8. Esta region es la zona menos conservada entre las proteinas Rab, y por lo
tanto, le da la especificidad a cada proteina. Para esto se construyd una proteina de
fusi6n en donde las ultimas 108 pb ubicadas en el 3’ terminal de EARab8 se
fusionaron en el 3’ del gene que codifica para la proteina verde fluorescente
(GFP). La secuencia que codifica para el carboxilo terminal de Ehrab8 se
amplificéd por PCR utilizando los oligonucle6tidos Rab 8.6 y stop Rab 8.5 (ver
Materiales y Métodos). El fragmento amplificado se cloné en los sitios de
restriccion BamH1 y Hindlll del vector pQE30-GFP en el extremo 3’ de la
secuencia codificante de la proteina GFP. La proteina recombinante resultante,
His-GFPCOOHRab8, fue expresada y purificada de la misma forma que la
proteina recombinante His-FARab8. Se analizaron las fracciones de la purificacion
de la proteina en un gel SDS-PAGE al 15%, en las fracciones correspondientes a
la elucion se observo una banda de aprox. 27 kDa correspondiente al tamafio
esperado. En la Figura 19 se esquematiza la estructura primaria de la proteina His-
GFPCOOHRab8.

4.11.2 Acoplamiento de la proteina recombinante a sefarosa 4B-CNBr y
purificacion de los anticuerpos anti-COOHRabS8.

Aproximadamente 1 mg de proteina recombinante His-GFPCOOHRab8 purificada
se dializé contra 0.1 M NaCOOH3 para quitarle el imidazol y el Tris, y tener una
composicion ionica adecuada para la reaccién de acoplamiento. La proteina
dializada se acopld a 0.5 gr de sefarosa 4B activada con CNBr. La reaccion de
acoplamiento se lleva a cabo entre los grupos amino de la proteina y el bromuro de
ciandgeno de la sefarosa. La eficiencia de la reaccion se sigue por adsorbancia a
280 nm midiendo la cantidad libre de proteina que no se acopla a la resina. La
eficiencia del acoplamiento de la proteina recombinante fue de un 90%.
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En donde: 1. 50ng 2. 100ng 3. 250ng 4. 500ng de proteina His-£ARab8 purificada

Figura 18 Western Blot con suero total.

reconocimiente de

Se muestra el

diferentes concentraciones de proteina
recombinante His-EARab8 por los anticuerpos anti His-EARab8
presentes en el suero total .

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

MHL

GFP

COOHRE

OQaH

Figura 19 Fusion traduccional del la proteina His-GFP al extremo COOH
terminal de EARab. Las Histidinas se representan en gris y la proteina GFP en

blanco.
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El inmunoadsorbente sefarosa 4B -His-GFPCOOHRab8 se empacé 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 ml del suero total del altimo sangrado de
cada conejo, los anticuerpos especificos contra el carboxilo terminal se pegan a la
columna, son eluidos con acido acético 0.1M y neutralizados en Tris-HC] 1M. La
purificacion de los anticuerpos se sigue por absorbancia a 280 nm. A partir de 2.5

ml de suero se obtienen aprox. 0.575 mg/ml de anticuerpos purificados anti-
COOHRabs8.

4.11.3 Caracterizacién de los anticuerpos anti-COOHRab8.

Para evaluar si los anticuerpos purificados anti-COOHRab8 reconocen a la
proteina Rab8 de amiba, se realizé un analisis por “Western blot”. En el gel se
cargaron: lisado de amibas aproximadamente 50,000 células y 50 ng de la proteina
recombinante His-E£ARab8 El gel se transfirié a una membrana de nitrocelulosa y
se realizaron las incubaciones correspondientes segun la técnica de Western blot.
Como primer anticuerpo se utilizé 1 pg/ml de anti-COOHRab8. En la Figura 20
podemos observar los resultados. Los anticuerpos anti-COOHRab8 reconocen a la
proteina Rab8 amibiana como una proteina de 23 kDa. Los anticuerpos también
reconocen una proteina de un peso molecular aproximado de 50 kDa. Dadas las
condiciones de la purificacidn, esperabamos que los anticuerpos anti-COOHRab8
reconocieran unicamente a la proteina EhRab8, por lo que en los siguientes
experimentos nos dedicamos a quitar la inespecificidad del reconocimiento de la
proteina 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 ultima sangria de los dos conejos y se
purificé mas anticuerpo.

Desconociamos la identidad de la proteina de 50 kDa reconocida por los
anticuerpos anti-COOHRab8, una posibilidad podia ser que se tratara de un
dimero de la proteina FARab8. 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 proteinas. Con los resultados de este experimento
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descartamos que la proteina de 50 kDa fuera el dimero de EAZRab8, ya que de ser
asi, en condiciones no reductoras la proteina de 50 kDa no sufriria procesamiento
de sus puentes disulfuro y por lo tanto en el gel observariamos una sola banda de
alto peso molecular correspondiente al dimero de la proteina EARab8.

Otra posibilidad para explicar el reconocimiento de la proteina de 50 kDa
era que la preparacion de anticuerpos purificados estuviera contaminada con
anticuerpos contra proteinas de E.coli que estuvieran reconociendo a la proteina de
alto peso molecular en amiba. Esto podia ser posible ya que la proteina
recombinante EARab8 que se utilizé como inmundgeno se expresd en E.coli, y la
purificacion de la proteina no es al 100%. En la preparacién copurifican con la
proteina de interés proteinas de alto peso molecular, estas proteinas son poco
abundantes por lo cual se esperaba que fueran poco inmunogénicas. Sin embargo
se han visto casos de proteinas poco abundantes pero altamente inmunogénicas.
Para responder esta interrogante, realizamos un “Western blot” de un gel SDS-
PAGE 15% en donde en cada carril se cargé lisado total de amiba. El gel se
transfiri6 a nitrocelulosa y cada carril por separado fue incubado con una mezcla
de 1 pg/m! de anticuerpos anti-COOHRab8 + 0, 0.2, 0.5, 1, 2 6 5 mg/ml de
proteinas totales de E.coli segun el carril. Esta mezcla fue preincubada
previamente durante una hora y se utilizé como primer anticuerpo. Los resuitados
se muestran en la Figura 22. Esperabamos que las proteinas de E.coli compitieran
con los sitios de reconocimiento de los anticuerpos anti-proteinas de E.coli en el
caso de que hubiera de este tipo de anticuerpos en la preparacién y evitaran el
reconocimiento de la proteina de alto peso molecular. Sin embargo, no hubo
competencia con las proteinas de E.coli, los anticuerpos anti-COOHRab8 siguen
reconociendo a las dos proteinas.

Hasta €]l momento de acuerdo a los resultados de los experimentos
anteriores, sabiamos que la proteina de alto peso molecular no era un dimero de la
proteina EARab8 y sabiamos que nuestra preparaciéon de anticuerpos anti-
COOHRab8 no estaba contaminada con anticuerpos anti-proteinas de E.coli que
reconocieran a la proteina de alto peso molecular en amiba. Estos resultados nios
llevaron a pensar que los anticuerpos anti-COOHRab8 tenian una reaccion cruzada
entre dos proteinas distintas, es decir, los mismos anticuerpos reconocen un

epitope compartido presente en las dos proteinas E4Rab8 y la proteina de 50 kDa.
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“Western blot” con anti-COOHRab$8
803 5z

Conejo 48 Conejo 49

Figura 20. Reconocimiento de los anticuerpos purificados contra el carboxilo
terminal de EARab8. Se muestra el reconocimiento de los anticuerpos anti-
COOHRab8 purificados de los conejos 48 y 49 inmunizados con His-EARab8.
Como primer anticuerpo se utilizd 1 yg/ml de anticuerpos anti-COOHRab8.

“Western Blot” de un gel no Reductor

kDa

2 >
47.5 .
—> Carriles

325 —> ) I. His-EhRab$
25 —» 2. Lisado Amibas

16.5 —>

1 pug/ml anti-COOHRab8

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 sintetizé un péptido
NH2-CQSAQPGIVDPTQQTQPTE-OH (péptido CRab8 sintetizado por la
compaiiia BIOSYNTHESIS (USA) correspondiente a los aminoacidos 177 a 194
del carboxilo terminal de EARab8) ya que en otros estudios con proteinas Rab de
amiba se habia utilizado esta regioén para producir anticuerpos. El péptido se
acoplé a sefarosa-tiopropilo y se empacd en una columna para purificar
anticuerpos antipéptido por afinidad a partir del suero total de los conejos
inmunizados con la proteina recombinante His-EhRab8. El reconocimiento de los
anticuerpos purificados se analizé por el “Western blot” de un gel SDS-PAGE
15% con lisado total de amibas, se realizaron a la par experimentos de
competencia con €l péptido utilizando como primer anticuerpo en el “Western
blot” una mezcla de 1pg/ml de anticuerpos anti-péptido (anti-CRab8/177-194)
preincubados durante 1 h con 5 pg/ml del péptido CRab8. La Figura 23 muestra el
resultado de este experimento. Los anticuerpos antipéptido reconocen también a
las dos proteinas en amiba. Un exceso de péptido CRab8, compite con las
proteinas amibianas por el reconocimiento de los anticuerpos antipéptido. Al
parecer el péptido se encuentra dentro de la region que reconocen los anticuerpos
en las dos proteinas responsable de la reaccion 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 inespecificos. La
fraccion con afinidad por el péptido CRab8/177-194 asi como la fraccion de
anticuerpos no pegados a la resina (anticuerpos contra el resto del carboxilo
terminal de EhRab8 es decir, la region entre los residuos 165-176 ¢ anti-
CRab8/165-176) se utilizaron como ler anticuerpo en un analisis de Western blot.
Los resuitados obtenidos con los anticuerpos anti-CRab8/177-194, tal y como
habia sido observado en experimentos anteriores, reconocen a las dos proteinas de
23 y 50 kDa (resultados no ilustrados). Por el contrario los resultados obtenidos
con la fraccion no pegada (anticuerpos anti-CRab8/165-176) fueron inesperados:
los anticuerpos reconocen Unicamente a la proteina EhRab® de 23 kDa. No se
observo reaccion con la proteina de 50 kDa (Figura 24). La Figura 25 resume la
estrategia utilizada para obtener anticuerpos especificos contra la proteina
EhRab8, la region que reconocen los anticuerpos especificamente se encuentra en
el carboxilo terminal de EARab8 en los aminoacidos 165-176. Seran estos
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Figura 22, “Western Blot” con competencia de proteinas de E.coli. El carril |
corresponde al marcador, en los carriles 2-8 se cargo lisado de 100 000 amibas, el Western
de incubé con 1 pg/ml anticuerpos anti-COOHRab8 preincubados previamente con

diferentes concentraciones de proteinas de E.coli.

Reconocimiento Fraccion pegada
(anticuerpos antiCRabh8/177-194)

1 pg/ml anti-péptido 1 pg/ml anti-péptido + 5 ug/mi péptido

Figura 23. “Western Blot” de la fraccién pegada anticuerpos anti-péptido. Los carriles
corresponden a 1. Marcador, 2. Lisado de 100 000 amibas, 3. Lisado de 50 000 amibas, 4.
Proteina HGFPCOOHRab8, 5. BSA-Péptido. El gel de la derecha se compitid con un exceso 10

molar de péptido CRab8.
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“Western blot” de los anticuerpos anti-EARab8

1 2 3

1. Lisado E. histolytica
2. His-EhRabg
3. HGFPCOOHRab8

Figura 24. Reconocimiento de Rab8 en lisado de amiba. Los anticuerpos
anti-~/4Rab8 (anti-CRab8/165-176) reconocen especificamente a la proteina
Rab8 amibiana, su masa molecular aproximada es de 23 kDa.




Purificacion de anticuerpos anti-EhRab8

Purificar contra
Suero total Sefarosa 4B-HGFPCOOHRab8

l

Pasar los anticuerpos purificados
por sefarosa tiopropilo-péptido

|

Colectar fracciones

N

No pegada

Anticuerpos especificos

Anticuerpos anti-péptido contra EhRab8.

Figura 25. Se muestra la estrategia utilizada para purificar
anticuerpos especificos contra £4#Rabs8.
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anticuerpos, en lo sucesivo denominados anti-EhRab8, los que utilizemos en
experimentos de citolocalizacion.

4.12 Citolocalizacién

Teniendo los anticuerpos especificos contra EhRab8, el siguiente paso fue
localizar a la proteina Rab8 en amiba. La localizacién sc llevé a cabo por
inmunocitoquimica en un microscopio confocal. Los trofozoitos de amiba se
incubaron con 5 pig/ml de anticuerpos anti-EhRab8. Se realizaron tinciones dobles
con PI (Ioduro de propidio) para observar el nicleo. Las imagenes obtenidas en ¢l
microscopio confocal fueron procesadas con la colaboracién del Dr. Roberto
Stock utilizando el programa Voxel View (Vital Images, Inc) que permite la
reconstruccién de volumenes en 3D. Los resultados ilustrados en la Figura 26
muestran dos imagenes en donde se aprecia la localizacién de £ARab8. La figura
26 A es una proyeccion plana de un trofozoito de amiba mientras que la Figura 26
B muestra 5 cortes ecuatoriales de la proyeccién plana. F#Rab8 se localiza en
estructuras vesiculares pequefias y mayoritariamente en la membrana plasmatica.
Las observaciones son reproducibles en todas las células analizadas y la
localizacioén encontrada es similar a la reportada para otros organismos.
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Localizacion de la proteina Rab8 en amiba

A B

1) 2

Figura 26. Localizacion de Rab8 amibiana. A. Muestra una proyeccién plana de la
proteina Rab8 en amiba, en verde se muestra a Ehrab8, en rojo se muestra el nticleo
del trofozoito teftido con PI. B. Muestra la proyeccién de 5 cortes ecuatoriales en
donde se observa la distribucién periférica de EARab8.
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V DISCUSION

Entamoeba histolytica es el parasito protozoario causante de la amibiasis
humana. La amiba es considerada como un eucariote primitivo ya que entre otras
caracteristicas, estructuralmente es bastante simple, no cuenta con los elementos
tipicos de la maquinaria secretora observada en eucariotes superiores como son
RE y Aparato de Golgi. La patogenicidad de este parasito estd asociada a su alta
actividad secretora y una de las interrogantes mas grandes en este parasito es
conocer los detalles del mecanismo que utiliza para llevar a cabo el trafico de
proteinas, que ha sido poco estudiado. En vista del importante papel que juegan las
proteinas Rab/YPT en la regulacién del trafico vesicular y su utilidad como
marcadores especificos de compartimentos a lo largo de la via secretoria,
decidimos caracterizar a la proteina Rab8 de E. histolytica con el objeto de contar
con un marcador tardio del trafico de proteinas en este parasito.

5.1 Clonacién y secuenciacion del gene EArab8

En este trabajo se aisld el gene Ehrab8 a partir de un tamizado en un banco
genémico de E. histolytica utilizando como sonda un fragmento reportado como
un EST. La identidad del gene aislado se determiné realizando los siguientes
analisis: anéalisis de homologia utilizando el programa BLAST tanto de la
secuencia nucleotidica como la deducida en aminoacidos, alineamientos con
proteinas tipo Rab8 mediante el programa GeneWorks, identificacion a nivel de
secuencia primaria de los motivos estructurales de unidn a GTP conservados entre
las GTPasas y de motivos estructurales caracteristicos de proteinas Rab, tales
como motivos RabF, dominio efector y motivo Cys-Cys. De acuerdo a los
resultados de los andlisis realizados podemos afirmar que el gene amibiano aislado
es un gene homodlogo a rab8/SEC4. Es posible que el gene Ehrab8 sea altamente
expresado en amiba ya que la técnica de EST aisla principalmente genes con un
alto nivel de expresion, lo cudl estaria de acuerdo con su funcién como regulador
del trafico vesicular.

La secuencia codificante del gene Ehrab8 es de 600 pb. En base a los datos
de la composicién nucleotidica podemos observar que la region codificante es rica
en los nucledtidos A y T, principalmente en la tercera posicidon del codon,
caracteristica conservada en los genes amibianos [Bruchhaus et al, 1993]. El
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analisis de la secuencia obtenida mostrd la presencia de un intrén de 58 pb
flanqueado por los nucledtidos GT y AG, secuencias donadoras y aceptoras
conservadas, caracteristicas de "splicing" en eucariotes. Las caracteristicas que
presenta el intron de Ehrab8 son las observadas en otros intrones, es pequefio,
menor de 100 nucledtidos y muestran los nucledtidos caracteristicos de "splicing”
encontrados en intrones de eucariotas superiores [Bhattacharya, 2000]. La
presencia de intrones en genes de amiba es poco comun por lo que EArab8 se une
al reducido grupo de genes que contienen intrones. Durante mucho tiempo se
pensé que los genes de amiba no contenian intrones, la identificacién de éstos
sugiere la presencia de procesos mas avanzados en la genética del parasito que no
eran conocidos. La presencia de intrones en genes de transporte de amiba no es
muy clara, pero dada la utilizacion de estos genes quizas las amibas desarrollaron
un mecanismo para preservar estos genes que le son esenciales para sus
fendmenos vitales.

El uso de codones de EArab8 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 region 5’ no traducida del gene Ehrab8
incluyen 2 cajas TATA putativas TATAATTA y TATTAATT identificadas por
homologia con la caja TATA consenso TATTTAAA reportada en amiba
[Bruchhaus et al, 1993], una caja CAAT putativa identificada por homologia con
la secuencia concenso para otros eucariotes. El sitio de inicio de la transcripcion se
determind experimentalmente por 5° RACE. La secuencia de inicio de la
transcripcion AAAA se encontré a -11 pb corriente arriba del inicio de la
traduccion (ATG), la secuencia encontrada difiere de las secuencias consenso
ATCA/ATTCA reportadas para otros genes de amiba [Bruchhaus et al, 1993]. De
acuerdo a alineamientos de la secuencia gendémica de Ehrab8 y la secuencia
obtenida por 5° RACE se observo que el RNA mensajero sufre un proceso de
maduracion por "capping". El proceso de maduracion 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 ademas 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 EArab8 presenta una sefial consenso de poliadenilaciéon CATT
similar a la reportada para otros genes de amiba [Bruchhaus et al, 1993],

5.3 Secuencia polipeptidica deducida y homologia de EhRab8

La identidad a nivel de proteina de £ARab8 con sus homdlogos 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 cual nos habla acerca del alto grado de conservacion de
este gene a lo largo de la escala evolutiva.

La proteina EhRab8 muestra las caracteristicas tipicas de las proteinas Rab.
Contiene los cuatro motivos involucrados en la unién a GTP: GESGVGKS,
DTAGQ, NKCD Y ETSAK altamente conservados. En su carboxilo terminal
presenta dos residuos cisteina, a diferencia de otros homdlogos como Rab8 en
mosca y rata que presentan solo un residuo cisteina. A pesar del alto grado de
identidad entre las proteinas Rab en la regién que contiene los motivos de unidn a
GTP, la especificidad de cada Rab esta determinada por su carboxilo terminal y el
loop efector, los cuales son Unicos para cada proteina Rab. En nuestro caso
estamos seguros que clonamos el gene que codifica para £4#Rab8 y no para otra
Rab porque la sonda utilizada para pescar el gene contiene el loop efector de la
proteina (por lo que asumimos que ¢s especifica para EhRab8) y por las
condiciones de alta astringencia utilizadas en el tamizado. La identidad de EARab8
fué confirmada por los anélisis antes mencionados.

Por otro lado, los resultados sugieren que la proteina E4Rab8 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 EhRab§,
evaluando su capacidad para unir € hidrolizar GTP y estudios de complementacion
en levadura.
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5.4 “Northern blot” y “Southern blot”

Desde un inicio sabiamos 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 ¢l tamafio del transcrito del gene utilizamos la técnica de “Northern
blot”. Como sonda utilizamos las Gltimas 150 pb ubicadas en el extremo 3’ de la
secuencia de Ehrab8. Utilizamos esta secuencia debido a que es la regién mas
variable a nivel de proteina entre las proteinas Rab asegurando mayor

especificidad en la deteccion. Ehrab8 se expresa como un transcrito unico de 0.725
Kb.

El nimero de copias del gene Ehrab8 en amiba se determiné por la técnica
de “Southern blot”. El gene Ehrab8 se encuentra como copia tinica en el genoma
de la amiba. Se ha observado en algunos eucariotes la duplicacién de genes que
codifican para proteinas muy utilizadas por el organismo. La amiba es un
organismo con una alta actividad secretora, por lo que los genes que codifican para
proteinas que participan en el transporte seguramente son muy utilizados, sin
embargo en el caso de Ehrab8 es suficiente con una Unica copia para los
requerimientos de la amiba.

5.5 Obtencion y caracterizacion de anticuerpos anti-EARab8.

Para obtener anticuerpos especificos contra la proteina EARab8,
purificamos los anticuerpos contra el carboxilo terminal de F#Rab8, esta region es
la mas variable entre las proteinas Rab y esperdbamos purificar anticuerpos que
reconocieran unicamente a £hRab8. Los anticuerpos purificados reconocieron a
EhRab8 pero también reconocieron a una proteina de 50 kDa especifica 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 reconocian un epitope
compartido en las dos proteinas. La proteina 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 proteina involucrada en transporte que interactia con £/4Rab8. Seria muy
interesante poder probarlo. Sin embargo, también existe la posibilidad que sélo
tenga el epitope por azar y no esté relacionada con nuestra proteina de interés.
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En los estudios realizados con proteinas Rab reportados en mamifero y
levadura, los anticuerpos por lo general los producen utilizando péptidos sintéticos
disenados a partir de la region carboxilo terminal de la proteina y de esta manera
obtienen anticuerpos especificos, 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 resulté ser compartida por dos proteinas, sin embargo después
de muchos experimentos fallidos logramos encontrar una estrategia para purificar
anticuerpos especificos contra EARab8.

5.6 Citolocalizacién de la proteina EARab8

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

La localizacién de la proteina EhRab8 en amiba fue estudiada por
microscopia confocal inmunofluorescente utilizando los anticuerpos especificos
contra la proteina. EhRab8 se localizé en estructuras vesiculares y
mayoritariamente cerca de la membrana plasmatica. La localizacién observada es
consistente con la de sus homdlogos en otros organismos como mamifero y
levadura. Al igual que otras proteinas Rab amibianas, EhRab8 se localiza en
pequeifias vesiculas pero tiene una localizacion periférica muy marcada lo que

- sugiere la participacion de la proteina EARab8 en procesos regulatorios en la etapa
final de la secrecion entre el trans-Golgi y la membrana plasmatica.

En amiba se ha reportado la identificacion de proteinas Rab involucradas en
endocitosis tales como las proteinas Rab7, Rabll, Rab5 localizadas en
compartimentos endosomales de E. histnlytica v RabB implicada en endocitosis
[Temesvari et al, 1999]; [Saito-Nakano et al, 2000]; [Rodriguez et al, 2000]. La
proteina RabA también ha sido identificada [Temesvari et al, 1999] pero no se
conoce aun su funcién. Junto con estos datos se suma la caracterizacion de la
proteina Rab8 realizada por nuestro laboratorio. Dado que la proteina Rab8
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participa en el proceso de regulaciéon del trafico vesicular a la membrana
plasmatica su estudio servirda como una herramienta muy importante para la
caracterizacion de la regulacion de la etapa final de trafico vesicular en amiba. El
hallazgo de proteinas especializadas en un punto particular del trafico de proteinas
como las proteinas Rab y otras proteinas que participan a la largo de la via
secretora nos permite especular acerca de como se encuentra organizada la
magquinaria de trafico de proteinas amibiana. Al parecer la amiba, a pesar de ser un
organismo muy simple a nivel estructural y bioquimico, contiene los elementos
indispensables para llevar a cabo el transporte de proteinas de manera analoga a la
presente en organismos mdas avanzados. La caracterizacién de marcadores
moleculares especificos de compartimentos y transporte en amiba nos permitira
llevar a cabo la caracterizacién de la maquinaria secretora del parasito y poder
discernir en un futuro acerca de la existencia de los equivalentes funcionales a
compartimentos membranosos en amiba y la caracterizacion del transporte
vesicular.
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V1 Conclusiones

En la presente tesis hemos caracterizado al gene rab8 de Entamoeba

histolytica. Obtuvimos la secuencia completa del gene, lo expresamos como

proteina recombinante y generamos anticuerpos especificos que nos permitieron
citolocalizar a la proteina Rab8 en amiba. Las conclusiones obtenidas se listan a
continuacion:

1.

Hemos obtenido la secuencia completa del gene Ehrab8, el marco abierto de
lectura del gene Ehrab8 es de 600 pb interrumpido por un intrén de 58 pb
flanqueado por las secuencias consenso en células eucariotes. El inicio de la
transcripcion de Ehrab8 se encuentra a ~11 pb rio arriba del inicio de la
traduccién. El uso de codones del gene es caracteristico de amiba.

. Northern y Southern blot. El gene Ehrab8 se expresa como un transcrito de

0.725 Kb y se encuentra como copia unica en el genoma de Entamoeba
histolytica.

Secuencia polipeptidica deducida. La secuencia nucleotidica del gene predice
un polipéptido de 200 aa con una masa molecular de 22 272 daltons. Los
alineamien:os realizados de la secuencia de FARab8 con sus homologos
indican identidades entre un 47% y un 63%. A nivel de la estructura primaria
fueron identificados en la secuencia amibiana motivos caracteristicos de la
familia de las proteinas Rab como son los motivos de union a GTP, los
motivos RabF y el motivo Cys-Cys en el carboxilo terminal.

Localizamos a la proteina Rab8 en amiba. Generamos anticuerpos
especificos contra la proteina His-EARab8. La proteina Rab8 amibiana se
localiza en estructuras vesiculares en la periferia celular. '
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VII Perspectivas

En este momento contamos con un marcador tardio de la ruta secretoria en
amibas, este marcador junto con otros ya caracterizados en el laboratorio, se
utilizar4 como herramienta en estudios de microscopia electronica y confocal para
contribuir a la caracterizacién de la ruta secretoria de E. histolytica. En un futuro
seria muy interesante comenzar a hacer estudios de fraccionamiento subcelular e
inmunoprecipitacién para caracterizar las vesiculas en donde se localiza la
proteina e identificar las proteinas efectoras con las que interactua. De igual forma
el estudio de antisentidos contra £4Rab8 sera una herramienta muy valiosa para la
caracterizacion funcional de la proteina en amiba.
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