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1 RESUMEN. 

El trofozoíto de Entamoeba histolytica presenta una gran capacidad de invasión a 
tejidos, lo que nos sugiere que este protozoario presenta un fenotipo similar al de las 
células transformadas. La identificación de genes y proteínas en Entamoeba histo/ytica con 
homología a proto-oncogenes nos indican que podrian estar participando en la capacidad 
invasora y metastásica de la amiba. Así que el estudio de estos proto-oncogenes nos 
evidencia su presencia y su posible papel en la patogenicidad de este parásito. 

El proto-oncogene Jun es un factor de transcripción que regula la expresión de un 
conjunto de genes que estan implicados en la estimulación del crecimiento celular. Jun se 
une al DNA ya sea como heterodimero u homodimero con miembros de la familia Jun y 
Fas. Esta dimerización esta mediada por la región del Zipper de Leucina de Jun. 
Recientemente mediante un rastreo en una librería de cDNA de fibroblastos de embrión de 
pollo, se aisló una proteína referida como jif-l (Factor de Interacción a Jun) la cual se une 
específicamente al zipper de leucina de Jun , dicha unión bloquea la interacción de Jun al 
DNA y por lo tanto inhibe la trans-activación de la transcripción mediada por Jun. Estudios 
recientes sugieren que jif-l esta muy relacionada a la proteína ribosomal UD de rata, y a 
la proteína QM de humano, la cual fue microinyectada en una linea celular tumorigénica ( 
transferencia monocromosómica del cromosoma 11 ), dando origen al cambio del fenotipo 
tumorigénico a no-tumorigénico, de ahí que jif-l pudiera tener una función similar y una 
función dual: ser parte estructural del ribosoma y ser mediador de la transcripción a través 
de Jun. 

Así que el estudio detallado de esta proteína sería muy interesante para entender 
la naturaleza invasiva de Entamoeba histo/ytica. En nuestro laboratorio se aisló una 
proteína a través de un rastreo en una librería de cDNA en Entamoeba histo/ytica con un 
segmento del gene EhUO. Durante la búsqueda se aislaron 8 clonas de las cuales sólo 
una contenía el gene completo, el cual es referido como la proteína ribosomal UD de rata 
con una homología del 94%, como la proteína jiU de pollo, y como la proteína QM de 
humano que es una proteína putativa supresora de tumores. EhUO codifica para una 
proteína de 23.9 kDa la cual por homología presenta una función de unión al zipper de 
leucina de Jun. La búsqueda en la base de datos GENBANK reveló igualdad de EhUO con 
proteínas homólogas a QM a partir de diversas especies de eucariontes, así como también 
el alineamiento de estas secuencias indica un alto grado de conservación en los primeros 
175 aminoacidos cargados dentro de las regiones específicas de la proteína. El análisis de 
la estructura secundaria sugiere que éstas regiones forman a-helice amfipaticas, una 
básica y la otra ácida, a parte de un dominio cargado que comprenden 30 aminoácidos del 
extremo ami no-terminal y que es rico en prolinas y aminoácidos básicos. Recientemente 
hemos encontrado que EhUO es parte estructural del ribosoma en Entamoeba histo/ytica 
mediante un ensayo de Western blot sobre proteínas ribosomales, y actualmente sé esta 
tratando de demostrar por ensayos de retardamiento y competencia la posible interacción 
con Jun. 
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2 INTRODUCCION. 

GENERALIDADES. 
Entamoeba histolytica es un protozoario entérico que provoca la amibiasis en el 

hombre, tiene la habilidad para invadir la mucosa del colon (Bekker-Grunwald and 
Worstmann, 1993), su invasión a los tejidos provoca colitis hemorrágica, disentería, 
abscesos hepáticos o lesiones en piel; este parásito además de invadir el hígado, alcanza a 
través de la vena porta el pulmón y el cerebro (Martinez-Palomo, 1982). Dicho organismo 
presenta distribución cosmopolita por lo que es una de las principales causas de 
mortalidad y morbilidad en el mundo provocando alrededor de 500,000 muertes al año y 
se ha estimado que el 10% de la población global esta infectada y por lo tanto es la tercer 
causa de muerte debida a un protozoario parásito, solo después de la malaria y la 
schitosomiasis (Walsh, 1988). Así mismo, el 10% de la población mundial infectada son 
portadores de amibas, las cuales por morfología parecen ser E. histolytica, lo que da 
origen al debate sobre la existencia de dos especies diferentes de Entamoeba, 
morfológicamente idénticas pero biológicamente distintas, y realmente la mayoría de 
estos individuos son infectados con amibas no-patógenas, recientemente referida como E. 
dispar (Diamond and Clark, 1993). Por otro lado poco menos del 10% de portadores de 
Entamoeba, albergan a E. histolytica siendo de alto riesgo para desarrollar la enfermedad 
invasiva. Así que la prevalencia de la amibiasis alcanza claramente el 50% de la población 
en algunos países desarrollados (Ravdin, 1995). Altos índices de infección amibiana 
ocurren en el sur-este de Asia, sur y oeste de África y en algunas áreas de Sudamérica y 
América Central. En México los datos epidemiológicos sobre la ocurrencia de la amibiasis 
son incompletos; estudios de corte seccional realizados sobre la prevalencia de portadores 
sintomáticos de quistes de E. histolytica revelan una prevalencia tan extrema del 50% en 
niños de 5-14 años de edad en una población de bajos recursos en la ciudad de México, 
del 1.8% en una población urbana en el estado de Michoacán, y del 24% en niños de 2-14 
años en una población rural en Oaxaca (Navarrete-Espinoza y col., 1993). Dichos 
porcentajes de portadores de Entamoeba indica una notable diferencia entre la frecuencia 
de infección con E. histolytica y la ocurrencia de la amibiasis invasiva debido al factor por 
el cual E. histolytica esta comprendida dentro de dos formas genéticamente distintas 
(Horstmann y col., 1992). Mientras que ambas formas pueden infectar al hombre y 
además de habitar la cavidad del intestino bajo, solo una forma puede penetrar la mucosa 
y entrar a la circulación sanguínea para alcanzar varios órganos principalmente el hígado, 
resultando en la destrucción masiva del tejido hospedero. Para demostrar la conducta 
disparada de E. histolytica se han hecho esfuerzos para caracterizar molecularmente 
proteínas que son consideradas esenciales para la patogenicidad de las formas patógenas 
de E. histo/ytica (Ravdin, 1988; Horstmann y col., 1992). 

Por lo tanto la amibiasis en México es una razón de esfuerzo en el cuidado de la 
salud. Por lo que, el Instituto Mexicano del Seguro Social ( IMSS ) provee de atención 
social a más de la mitad de mexicanos y da tratamiento a mas de la mitad de un millón de 
casos de amibiasis intestinal por año. En dicha institución, la ocurrencia de la amibiasis así 
como la mortalidad han mostrado un decremento en años recientes (Treviño y col., 1994). 
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CICLO DE VIDA. 
Entamoeba histo/ytica es un protozoario entérico que existe en cualquiera de las 

dos formas: quiste o trofozoíto. El ciclo de vida es relativamente simple ( Fig. A), el inicio 
de la infección comienza con la ingestión del quiste por parte del hospedero que es la 
forma transmisible de la amiba, el cual se encuentra presente en agua o alimentos 
contaminados. Ya que el quiste es resistente a cualquier efecto adverso por parte del pH 
ácido del estómago, estos pasan a través del mismo y llegan al interior del intestino 
grueso donde sufren desenquistamiento (la pared del quiste es digerida por enzimas 
proteolíticas) dando origen a la forma reproductiva, el trofozoíto, el cual coloniza y se 
divide. Los trofozoítos se alimentan de bacterias y de restos celulares en el intestino 
grueso y se reproducen rápidamente por fisión binaria, permaneciendo como comensales. 
Por otro lado algunos trofozoítos migran río-abajo del intestino y forman de nuevo una 
pared quística la cual es requerida para protegerse de la desecación una vez que ellos han 
sido eliminados al medio ambiente -por medio de la defecación, y así pudiendo infectar a 
otros hospederos humanos y completar su ciclo de vida (Guerrant, 1986). Dichos procesos 
de enquistamiento y desenquistamiento son totalmente desconocidos en E. histo/ytica. Por 
otro lado se ha observado que algunos trofozoítos tienen la capacidad de penetrar el 
tejido hospedero e invadir órganos, siendo el órgano blanco el hígado, además de invadir 
el pulmón y cerebro. Esta invasión es mediante la adhesión de los trofozoítos al epitelio 
intestinal provocando su lisis y por lo tanto penetrar a la mucosa intestinal, por lo que el 
resultado puede ser masivo e incluso una destrucción total del tejido hospedero (Ravdin. 
1995). 

El trofozoíto, la forma ameboidea del parásito se reproduce por fisión binaria en el 
colón, causando un daño al hospedero. Dos cambios en el desarrollo del parásito son 
críticos para la patogénesis del mismo, primero: cuando el parásito invade la pared del 
intestino y causa la disentería, ellos cambian la forma de crecimiento de anaerobio a 
crecimiento microaerófilo (Reeves, 1984); segundo: en respuesta a estímulos 
desconocidos algunos trofozoítos en el lumén colónico se convierten en quiste, la forma 
infecciosa del parásito, el cual tiene 4 núcleos con pared de quitina además de presentar 
un citoplasma reducido. Actualmente es poco el conocimiento acerca de la regulación del 
crecimiento por parte del parásito bajo condiciones anaerobias o aerobias, y nada se 
conoce del fenómeno de enquistamiento por parte del trofozoíto. 

ESTRUCTURA. 
Estructuralmente E. histo/ytica es un eucarionte simple: sin mitocondrias, 

peroxisomas y con un aparato de golgi poco desarrollado. Esto hace a la amiba un modelo 
de célula eucarionta primitiva (Bekker-Grunwald and Worstmann, 1993). Un trofozoíto de 
E. histo/ytica tiene un diámetro promedio de 25¡¡m (10-60¡¡m), contiene un solo núcleo de 
3-5¡¡m de diámetro el cual tiene además cromatina fina en la periferia y un nucleolo 
central. Por otro lado el diámetro promedio de un quiste es de 12,lm (5-20flm), contiene 
de 1-4 núcleos dependiendo de su madurez. Quistes jóvenes uninucleados pueden 
contener trozos de glucógeno que se colorean con Yodo (que corresponde a reserva de 
alimento) y pueden también contener cuerpos cromatoides densos que consisten de 
ribosomas dentro de cristales ordenados. Además la pared celular del quiste es 
impermeable y esta compuesta de quitina (un polimero N-acetil-D-glucosamina). (Ravdin, 
1995). 

AISLAMIENTO DE UN POTENCIAL SUPRESOR TUMORAL EN E.HISTOLYTICA. 
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Figura A. Ciclo de vida de Entamoeba histo/ytica. E. histo/ytica es un protozoario que 
causa la amibiasis y abscesos hepáticos. Su ciclo de vida consiste de dos estadios: 
quiste y trofrozoíto. (a) El quiste que típicamente contiene 4 núcleos; (b) son ingeridos 
vía agua o alimentos contaminados. (c) Durante el desenquistamiento en el intestino 
delgado realizan una división nuclear seguida de una citoplásmatica, dando origen a 8 
trofozoítos. (d) El trofozoíto contiene un sólo núcleo con un cariosoma central., Reside 
en el lumen del intestino delgado donde se adhieren hacia capas epiteliales y mucosa 
colonica. (e) Aproximadamente el 90% de individuos infestados por E. histo/ytica son 
colonizados sintomáticamente; (f) El enquista miento de trofozoítos ocurre en el lumen 
de el colom, resultando en (g) la excreción de quistes mediante evacuaciones (heces 
fecales) y por lo tanto la continuación de su ciclo de vida. (h) Como alternativa, 
trofozoítos pueden invadir el epitelio intestinal provocando colitis amibiana. E. 
histo/ytica puede penetrar el epitelio y establecerse como una infección extraintestinal 
persistente (i) abscesos hepáticos. 
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VIRULENCIA AMIBIANA. 
Los mecanismos de virulencia de E. histo/ytica permanecen aún desconocidos 

(Ackers, 1996). Estudios realizados con una gran variedad de modelos experimentales 
tanto in vitro como in vivo, por lo menos han identificado 5 tipos de moléculas que son 
responsables de varios daños tisulares y celulares causados por amibas patógenas: 
incluyendo Adhesinas (Petri y col., 1987; Rosales-Encina y col., 1987; Rodríguez y col., 
1989; Me Coy y col., 1994; García-Rivera y col., 1999), Ameboporos (Leippe y col., 1991; 
1994,; Leippe y Müller-Eberhard, 1994,; Leippe, 1997), Fosfolipasas (Long-Krug y col., 
1985; Ravdin y col., 1985; Vargas-Villareal y col., 1995), Colagenasas (Muñoz y col., 1982, 
1984), Y Proteínasas cisteínicas (Becker y col., 1988; Reed y col., 1989; Keene y col., 
1990; Montfort y col., 1993; García-Rivera y col., 1999). 

Así que el daño causado por trofozoitos virulentos involucra la destrucción y la 
degradación de diferentes estructuras celulares e intracelulares (Perez-Tamayo, 1986), las 
cuales probablemente requieren la acción simultánea o consecutiva de diferentes 
moléculas amibianas. 

ADHESIÓN. 
La adhesión a células blanco esta mediada por lectinas de superficie de E. 

histo/ytica (Ravdin ,1986). La destrucción celular es llevada a cabo por medio de la 
liberación de mediadores líticos incluyendo lipasas (Ravdin, 1986), proteinasas (Lauces, 
1988; Tannich y col., 1991), péptidos formadores de canales ( Leippe, 1992; Leippe y col., 
1993), entre otras. Por lo tanto la adherencia de trofozoítos de E. histo/ytica hacia células 
blanco es el primer paso en el proceso de invasión y colonización de tejidos, así como en 
la citólisis dependiente de contacto y la fagocitosis. Asi que los trofozoitos presentes en el 
lúmen del intestino se adhieren, penetran la mucosa y destruyen el epitelio intestinal, 
dicho proceso es llevado a cabo por dos lectinas asociadas a membrana y por una 
adhesina de 112 kDa (Horstmann y col., 1992; García-Rivera y col., 1999). 

La adherencia de los trofozoítos hacia mucinas, neutrófilos y células epiteliales en 
el colón es mediada por la galactosa o la lectina de superficie inhibible por N- Acetil- D
Galactosamina (Gal/Gal Nac Lectin) (Petri y col., 1987; Tannich y col., 1991). Dicha 
proteína es un heterodimero que consiste de una subunidad pesada de 170 kDa (Petri y 
col., 1989) y una subunidad ligera de 37 kDa (McCoy y col., 1993). De dichas 
subunidades, la pesada porta motivos estructurales que pueden ser importantes en 
conferir resistencia para la lisis por complemento (Braga y col., 1992), además de 
participar en la adherencia celular (Mann y col., 1993). Otros receptores amibianos 
involucrados en el reconocimiento celular han sido identificados, entre ellos la lectina de 
220 kDa reconoce células epiteliales (Rosales-Encina y col., 1987) y una adhesina de 112 
kDa (Arroyo y Orozco, 1987; García-Rivera y col., 1999), las cuales se unen a glóbulos 
rojos y participa en su fagocitosis. Recientemente se reportó que la adhesina de 112 kDa 
esta formada por dos proteínas: una de 49 kDa y otra de 75 kDa, las cuales están 
codificadas por dos genes diferentes y que estan separados por 188 pares de bases, 
mediante ensayos de caracterización y expresión de proteínas recombinantes, observaron 
que la proteína de 49 kDa es una proteasa cisteínica (EhCP112); mientras que la proteína 
de 75 kDa es referida como una adhesina (EhADH112) que tiene un dominio involucrado 
en la adherencia de trofozoítos a células blanco. Para demostrar que la Adhesina de 112 
kDa esta compuesta por ambas EhADH112 y EhCP112, se realizó un ensayo de hibridación 
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invasivo podría estar regulado por cambios tanto en la célula invasora como en la célula 
huésped (Leroy y Col. 1995). Por otro lado este proceso invasivo se observó también en 
células de mamífero transformadas, además de los trofozoítos de Entamoeba histo/ytica 
(Orozco y Col. 1994). En células de mamífero, la metástasis comienza con una invasión 
local del tejido que lo rodea y una vez que han penetrado los canales vasculares o 
linfáticos, pueden crecer en el sitio que penetraron o bien ser transportadas a otros tejidos 
(Benitez y Col. 1985). 
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ANTECEDENTES. 3 
La síntesis de proteína en el ribosoma es una parte importante en la economía de 

la célula de levadura, en la que se consume acerca del 60% de la transcripción total y del 
15% de la traducción total durante el crecimiento activo. Además es un proceso complejo 
que involucra la transcripción de más de 100 genes de RNA ribosomal por parte de la RNA 
poi 1 y la transcripción por parte de la RNA poi II de más de 100 genes de proteínas 
ribosomales ( Woolford y Warner, 1991; Raué y Planta, 1991 ). 

Esta síntesis de proteínas es coordinada por el ribosoma en todas las células. Este 
es un complejo ribonucleoproteico formado por un mRNA, tRNAs aminoacyl- peptidyl, y 
factores asociados a la traducción. El ribosoma esta dividido en dos subunidades: una 
grande que une moleculas de tRNA y media la transferencia hacia el sitio denominado 
peptidyl; y una subunidad pequeña que controla la unión del mRNA, la codificación y la 
fidelidad. Los ribosomas son complejas estructuras intracelulares que consisten de 
aproximadamente 85 proteínas ribosomales y de 4 RNAs ribosomales ( Sollner-Webb y 
Tower, J., 1986; Sollner-Webb y Mougey, 1991 ). La estructura del ribosoma en bacterias 
ha sido estudiada por muchos años. Este es una partícula 70S que consta de una masa 
molecular de 2.3Mda. La subunidad pequeña 305 (S) contiene un rRNA 165 y 21 proteínas 
ribosomales; la subunidad grande 50S (L) contiene un rRNA 235, un rRNA 55 y 34 
proteínas ribosomales, algunas de las cuales son proteínas primarias de unión y son 
capaces de unirse firmemente hacia rRNA independientemente de otras proteínas 
ribosomales y por lo tanto se considera al ribosoma como una fuente rica de información 
sobre las interacciones RNA-proteína. Las proteínas ribosomales se clasifican de acuerdo a 
la subunidad en la cual residen ( L o S) y por su mobilidad en geles en dos dimensiones ( 
Wittman, 1982 ). El número exacto de proteínas varia entre especies, en eucariotes las 
proteínas ribosomales son generalmente mas que las de bacterias; sin embargo, 
homologias entre los dos tipos es claramente evidente a partir de secuencias de 
aminoacidos. 

Por otro lado, algunas proteínas ribosomales presentan la capacidad para unirse al 
DNA, considerando la perspectiva de: los dedos de zinc ( Chang y col., 1993 ), bZIP ( 
Chang y col., 1994) Y los motivos de hclicc-vuclta-hclice (Rice y Steitz, 1989), los cuales 
se han encontrado en proteínas ribosomales por lo que se cree que un número de 
proteínas tiene una segunda función a parte de estar presente en el ribosoma y en la 
síntesis de proteínas. Esta evidencia de la función extraribosomal putativa fue considerada 
en algunos estudios ( Wool, 1993; Wool, 1995, 1996 ). 

Función extraribosomal de Algunas proteínas ribosomales. 

En el caso de la proteína ribosomal 520 de Saccharomyces cerevisiae , la cual es 
homóloga a la proteína ribosomal 520 de rata y 510 de Escherichia co/i; esta involucrada 
en la anti-terminación ( participando como un factor de elongación transcripcional o como 
factor anti-terminación ) por parte de la RNA polimerasa III ( Denmat, y col., 1994 ). Otra 
proteína ribosomal de Saccharomyces cerevisiae, en este caso la L32, se ha demostrado 
que actúa a nivel del splicing in vivo de su propio transcrito del gene RPL32. L32 se une a 
si mismo y a su propio RNA, y por lo tanto el splicing es bloqueado, sin embargo si se 
adiciona al complejo ( L32 / RNAm ) los primeros 75 aminoácidos del transcrito de RPLJ2, 
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se estimula específicamente el splicing del gene. Así que el transcrito RPL32 se une a 
L32, formando un complejo con la ribonucleoproteína pequeña nuclear U1 ( snRNP ), que 
es el primer paso para formar el complejo de splicing. La presencia de L32 previene la 
asociación dependiente de ATP de la ribonucleoproteína pequeña nuclear U2 ( snRNP ) la 
cual es necesaria para formar el splicing completo ( Vilardell y Warner, 1994). Para la 
proteína ribosomal L2 de Saccharomyces cerevisiae y de Xenopus /eavis, se han 
demostrado que participa en tranducción y splicing; mientras que la proteína ribosomal L2 
de Saccharomyces cerevisiae se une al RNA mensajero de L2 e inhibe su translocación ( 
tranducción ); la otra proteína L2 se une al RNA pre-mensajero de L2 e inhibe el splicing 
en Xenopus /eavis ( Presutti, y col., 1991 ). 

La proteína ribosomal 53 de mamífero, presenta una similitud con la endonucleasa 
III, la cual esta implicada en el daño al DNA, esta proteína forma parte del dominio del 
ribosoma que esta implicado en la iniciación de la traducción ( Kim y col., 1995 ). Por otro 
lado se ha demostrado que la proteína ribosomal L32 de ratón esta relacionada con una 
proteína inductora de hueso ( BIP ), esta proteína induce la formación de cartílago y hueso 
endocondrial; y se ha comprobado por medio de anticuerpos contra la proteína L32 que 
esta implicada en la formación de hueso y cartílago con hematopoiesis activa (Ito y col., 
1992). 

La proteína ribosomal RP54 de humano esta codificada por dos genes distintos, 
RP54Y y RP54X. 5e clonó el cDNA completo de estos dos genes homólogos, uno del 
cromosoma Y, el otro del cromosoma X. El mapeo de estos genes, demuestra que están 
relacionados con la señal de inactivación del cromosoma X ( RP54X ) así como con el 
síndrome de Turner. Así que el fenotipo de Turner podría resultar en niveles reducidos de 
la proteína ribosomal 54 ( RP54 ), estos niveles podrían retardar la velocidad de ensamble 
de los ribosomas lo cual reduce la velocidad de síntesis de proteínas; por lo tanto la 
deleción de un alelo del gene de la proteína ribosomal 54 esta implicada con el sindrome 
de Turner (Fisher y col., 1990; Watabe y col., 1993 ). 

La regulación del gene RP514 de humano se da a partir de: los RNAs antisentido 
del intron 1 del gene RP514 (a-250 y a-280) que estimulan la transcripción del RNAm de 
514 y por lo tanto esta representado como regulador positivo de la expresión del gene 
RP514. En contraste, la proteína 514 inhibe la transcripción de su propio RNA mensajero 
a dos niveles: directamente a través de un efecto negativo sobre el complejo de 
transcripción del RNAm del gene RP514 e indirectamente vía inhibición de la síntesis de 
RNA antisentido (Tasheva y col., 1994 ). 

La proteína ribosomal 518 de Arabidopsis tha/iana esta codificada por el gene PFL, 
por lo que una mutación en este gene provoca: la reducción en el peso seco y en la 
prolongación del ciclo de vida ( Lysebettens y col., 1994 ). 

En Drosophi/a me/anogaster sé reportarón dos genes: un gene supresor de 
tumores letales ( respuesta inmune aberrante8: air8 ); este gene codifica para una 
proteína homóloga a la proteína ribosomal 56 de humano y a la proteína ribosomal 56 de 
rata con un 75.4% de identidad y con un 94.8% de homologia . La expresión de este gene 
es bloqueda con la inserción de elementos P, lo cual provoca sobre-crecimiento de las 
glándulas linfáticas ( órganos hematopoiéticos ), diferenciación anormal de los glóbulos y 
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formación de tumores melatónicos, además de retardar el desarrollo, inhibir el crecimiento 
de muchos de los órganos larvales y conducir la letalidad larval. Estos resultados revelan 
una función regulatoria de esta proteína ribosomal de Drosophi/a y que puede ser 
relacionada a la inactivación de un alelo del gene que codifica para la proteína ribosomal 
56, la cual ha sido fosforilada en respuesta a estimulo mitogenico; resultando en neoplasia 
hematopoietica ( Watson y col., 1992; Stewart y col., 1993 ). Por otro lado, el otro gene 
reportado en Drosophi/a me/anogaster que codifica para una proteína ribosomal de la 
subunidad pequeña SlSa, se aisló por supresión de una mutante de cdc33ts4-2 en 
levaduras deficientes en eIF-4E (factor de iniciación eucariotico-4F). El análisis del efecto 
de la sobre-expresión de la SlSa de Drosophi/a sobre los niveles de la proteína eIF-4E nos 
indica una posible interacción entre estas dos proteínas. El gene de la proteína ribosomal 
es capaz de suprimir otros alelos de cdc33 pero no la inactivación de la mutación, lo que 
sugiere que la supresión es dependiente de la presencia de la proteína eIF-4E sensible
temperatura. Así que la sobre-expresión de SlSa de Drosophi/a suprime la mutación de 
cdc33 por unión y estabilización de la mutante eIF-4E ( Lavoie y col., 1994 ). 

El herpevirus Epstein-Barr virus ( EPV ), codifica para dos RNAs pequeños ( EBERs 
) que son expresados en altos niveles durante la transformación de linfocitos B humano.· 
5e reportó que una proteína celular llamada EAP ( proteína de asociación a EBER l es 
conocida como proteína ribosomal L22. La unión de L22 hacia el ribosoma contra EBER1 
podria suponer que L22 tiene un sitio de unión a RNA y es por lo tanto una proteína de 
unión directa a RNAr. Tentativamente, L22 puede ser ensamblada dentro del ribosoma vía 
interacción proteína-proteína, dejando su sitio de unión a RNA libre para reconocer algún 
otro RNA ( RNAm o EBER1 ) ( Toczyski y col., 1994 ). El gene de la proteína L22 se 
identifico como blanco de una translocasión cromosomal en ciertos pacientes con leucemia 
( Nucifora y col., 1993 ), sugiriendo que los niveles altos de L22 son determinantes en la 
transformación celular. 

La función que se ha reportado para la proteína ribosomal L7 de humano es que 
inhibe la traducción libre-celular en lisados de reticulocitos de RNAs mensajeros. La 
proteína ribosomal L7 contiene una región semejante a la región del zipper de leucina ( 
bZIP ), la cual esta mediando la alta afinidad para unirse a RNAm, RNA ribosomal 285 y 
para la formación de homodímeros; la interacción de L7 con su propio RNAm o con otros 
RNAm es un paso esencial en esta reacción, la cual es inhibida por anticuerpos dirigidos 
contra la región semejante bZIP de L7, y por medio de competidores de unión a RNAm. 
Por otro lado la transfección estable del cONA de L7 en células de T-limfoma Jurkat, 
provoca que la síntesis de dos proteínas se suprima ( una proteína nuclear y una proteína 
asociada al núcleo l. La inhibición mediada por L7 de la traducción libre-celular de RNA 
poliA+ en células de T-limfoma es selectiva ya que la síntesis de la proteína de 46 kDa es 
suprimida. Así que el papel que se la atribuye a la proteína L7 de humano es que juega un 
papel regulatorio en el aparato de traducción eucariotico (Neumann y col., 1995). 

Un numero de proteínas ribosomales tienen motivos de unión al DNA. Por ejemplo; 
las proteínas ribosomales de rata 527 y 529, las cuales presentan un dominio de unión al 
DNA referido como dedos de zinc ( Chan, y col., 1993 ); elementos encontrados en 
proteínas aisladas a partir de ribosomas tanto de eubacterias, archeabacterias y organelos 
así como de eucariotes. Dentro de las proteínas de rata hay seis ( 527a, 529, L34, L34a y 
HCEP80 ) que tienen dominios de dedos de zinc ( Chan. y col., 1993; Wool, 1993 ). Por 
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otro lado en el extremo carboxi-terminal de la proteína ribosomal U2 de Eseheriehia eo/i 
tiene una estructura de hélice-vuelta-hélice ( Rice y Steitz, 1989 ) la cual es muy 
semejante a las encontradas en proteínas que se unen al DNA y que regulan la 
transcripción ( Steitz, 1990 ), yen proteínas ribosomales acídicas del tipo-P ( PO, P1 Y P2 ) 
que tienen un dominio de zipper de leucina ( o hidrofóbico ) ( Landschulz, 1988 ) que son 
encontrados en factores de transcripción y que probablemente forman estructuras 
enrolladas que sirven o ayudan en la dimerización de proteínas. En el caso de la 
secuencia de la proteína ribosomal U3a de rata se encontró un motivo semejante al 
zipper de leucina y un elemento estructural semejante a la región básica del zipper de 
leucina ( bZIP ) en la proteína; este dominio podría además de permitir la unión al DNA, 
facilitaría la dimerización entre proteínas ( Chan y col., 1994). Para la proteína ribosomal 
L7 de humano, en el extremo amino-terminal ( a.a 7 al 56 ) tiene un motivo bZIP, similar 
a los encontrados en factores de transcripción que se unen al DNA ( Hemmerich, y col., 
1993 ), este motivo se ha demostrado que media la dimerización de L7 y estabiliza la 
unión hacia el DNA y RNA. 

A partir de un ensayo de interacción proteína-proteína ( DIRE: rescate de 
interacción directa ), en un sistema de doble híbrido de levadura, se aisló una clona de 
cDNA que codifica para la proteína ribosomal U8a de humano, dicha proteína presenta 
dos dominios semejantes al zipper de leucina ( a.a 40-80, a.a 100-150 ) los cuales son 
candidatos para la interacción con e-Jun. Estos dominios podrían formar estructuras a
helices que son similares a las encontradas en otras proteínas, esta proteína U8a es 
capaz de restaurar la actividad de e-Jun y por lo tanto estos dominios están involucrados 
en la interacción con e-Jun. Así que U8a de humano, podría clasificarse como un 
"auxiliar" anti-oncogénico con un papel primario en la función ribosomal ( Gramatikoff, y 
col., 1995 ). 

Para la proteína ribosomal QSR1 de Saeeharomyees eerevisiae ( Dick y col., 1997 ) 
que es el homologo de la proteína ribosomal UO de rata ( Chan y col., 1996 ), y de la 
proteína QM de humano ( Dowdy y col., 1991 ), se sugieren que es una de las últimas 
proteínas ensambladas dentro de la subunidad 60S del ribosoma y que es esencial para la 
unión de las dos subunidades del ribosoma: 60S y 405 ( Eisinger y col., 1997 ). Además 
de ser el homólogo de la proteína jif-l de pollo (el homologo QSR1 en pollo) se cree que 
podría interaccionar con e-Jun; ya que se encontró que jif-l puede inhibir la formación de 
dimeros de Jun/Jun ( Monteclaro y Vogt, 1993 ). 

La función de las proteínas ribosomales fuera del ribosoma (extra-ribosomales) nos 
indican la capacidad que tienen estas para suprimir, regular y activar la transcripción de 
genes debido a los numerosos dominios de unión a DNA, RNA Y Proteínas que se han 
encontrados en su estructura ( Wool, 1996 ). 

Complejo de transcripción AP-l y proteínas relacionadas. 

Así que se ha demostrado que él homologo de la proteína QM en rata ( la proteína 
ribosomal UO ), y él homologo en pollo ( la proteína ribosomal UO/ jif-l ) se unen a la 
región del zipper de leucina del factor de transcripción e-Jun, dicha interacción inhibe la 
unión de e-Jun al DNA y por lo tanto inhibe la trans-activación de la transcripción de 
promotores reguladores de AP-1 in vitro ( Monteclaro y Vogt, 1993 ). Se conoce que el 
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complejo de transcripción AP-1 esta compuesto por diferentes combinaciones de dimeros 
formados entre los factores de transcripción "bzip" de la familia Jun y Fos. Estas proteínas 
son caracterizadas por una alta carga, un dominio básico de unión al DNA inmediatamente 
adyacente hacia un dominio de dimerización referido como "zipper de leucina" ( Angel y 
Karin, 1991; Kouzarides y Ziff, 1989; Landschulz y col., 1988; Gentz y col., 1989 ). Dentro 
de la familia Jun hay tres proteínas ( e-jun, junB, y jun D ), y en la familia Fos hay cinco 
proteínas ( e-fos, fosB, ¿jfosB, fra-l y fra-2 ). Por un lado las proteínas de la familia Fas, 
pueden dimerizar con alguna de las tres proteínas Jun ( e-jun, junB, y jun D ), pero no 
pueden dimerizarse entre si mismo, y por otro lado para las proteínas de la familia Jun 
pueden formar homo y heterodimeros. Sin embargo, una proteína Jun forma 
homodimeros mucho más eficientes con alguna proteína Fos pero no consigo misma o con 
otro miembro de Jun, así que los dimeros entre Jun y Fos tienen mayor afinidad al DNA 
que los dimeros jun-jun. Dicha dimerización es requerida para la interacción eficiente con 
una secuencia blanco especifica en el DNA: TGAC/GTCA, conocida como el elemento de 
respuesta a TPA (TRE) originalmante identificada en los promotores de los genes que 
codifican para la colagenasa y metallothioneina na y en el enhancer del polyoma virus ( 
Lee y col., 1987,; Angel y col., 1987; Piette y col., 1987 ). Por lo tanto, los sitios de unión 
a AP-1 han sido encontrados en numerosos promotores y regiones enhancers. 

El factor de transcripción AP-1 se encontró originalmente en células de humano 
como una actividad selectiva de unión hacia elementos enhancers en la región cis del virus 
SV40 del gene humano metallothioneina nA y algunos otros genes vertebrados ( Lee y 
col., 1987,; Angel y col., 1987 ). AP-1 se puede activar por promotores tumorales de 
esteres de phorbol tales como 12-0-tetradeeanoy/phorbo/-(J-aeetato (TPA) a través de la 
vía proteína cinasa C (PKC) ( Angel y col., 1987; Lee y col., 1987b) A todo esto, ha 
quedado claro que AP-1 no es un simple factor de transcripción sino un complejo peptidico 
compuesto por diferentes miembros de la familia jun y fos , siendo e-jun el primer gene 
celular identificado para codificar para un trans-activador, similar a AP-1 ( Bohmann y col., 
1987: Angel y col., 1988 ), el cual es homologo celular del oncogene viral v-jun ( Maki y 
col., 1987 ). 

El proto-oncogene e-jun codifica para un factor de transcripción que regula la 
expresión de un conjunto de genes, además de ser componente del complejo de 
transcripción AP-1 ( proteína activadora 1 ), el cual esta implicado en la regulación de 
diversas funciones celulares, tales como: proliferación diferenciación, transformación y 
apostosis. AP-1 es un dimero que consisite de diferentes subunidades, ejemplo, proteínas 
de la familia Jun ( e-Jun, JunB y JunD) y de la familia Fos ( e-Fos, FosB, Fral y Fra2) así 
como CREB/ATF y proteínas Maf ( Bohmann y col., 1987: Angel y col., 1988b; Vogt Y Bos, 
1989, 1990). AP-1 regula la transcripción de algunos genes por medio de la unión 
específica hacia la secuencia de DNA (TGACTCA) y por variaciones de este motivo ( Angel 
y col., 1987; Lee y col., 1987"b,). El complejo de transcripción AP-1 contiene además el 
producto de otro proto-oncogene, e-fos ( Rauscher y col., 1988b; Bohmann y col., 1989: 
Curran y col., 1989 ). La proteína jun se une al DNA en forma de homo o heterodimero 
con miembros de la familia Jun, con miembros de la familia Fos, con factores de 
transcripción no-relacionados y con proteínas reguladoras (Vogt y Bos, 1990 ). Por lo tanto 
las proteínas jun y e-fos forman un heterodimero a través de una region rica en leucinas 
presentes en ambas y que es referida como zipper de leucina ( Halazonetis y col., 1988; 
Kouzarides y Ziff, 1988; Nakabeppu y col., 1988; Rauscher y col., 1988a; Gentz y col., 
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1989; Turner y Tjian, 1989 ). Ambas proteínas e-jun y e-fas contienen dominios 
funcionales que contribuyen a la unión al DNA y la regulación de la transcripción, sin 
embargo, solo e-jun es capaz de formar homodímeros que exhiben actividad funcional 
(Rauscher y col., 1988a; Turner y Tjian, 1989). Cabe mencionar que v-jun y e-jun exhiben 
algunas diferencias estructurales en sus secuencias codificadoras y no-codificadoras 
(Nishimura y Vogt, 1988). Dichas diferencias funcionales de v-jun y e-jun han revelado 
que al igual que e-jun, v-jun se une específicamente hacia el sitio blanco AP-1 del DNA 
(Bos y col., 1988), y que puede activar la transcripción a partir de promotores blancos de 
AP-1 (Angel y col., 1988b) además formar un complejo con e-Fas ( Bos y col., 1989 ). 

Así que la habilidad de las proteínas Fas, Jun y de otros factores relacionados a AP-
1 para formar heterodimeros con alguna otra proteína y con un alto grado de variación en 
la afinidad ha permitido sugerir un modelo para la activación de la transcripción de genes 
por AP-l, Esto podría permitir a proteínas de varias familias que son parte del complejo de 
transcripción AP-1, la regulación de la respuesta celular por estímulo vía tipo diferencial de 
formación de heterodimeros, unión a DNA y la activación transcripcional, y los sitios de 
unión a AP-1 involucrados ( Ryseck y Bravo, 1991 ). Este modelo sugiere que diferencias 
en particular en miembros de la familia AP-1 puede tener muchos efectos específicos. La 
evidencia que respalda a este modelo viene a partir de estudios recientes en los que 
demuestran que una mutación nula en e-Fas trae como consecuencia un número de 
diferencias tejido-especifico de su función; algunas de las más llamativas de estas 
deficiencias ocurren en el hueso y en el sistema nervioso central ( Johnson y col., 1992; 
Wang y col., 1992 ). 

Las interacciones entre proteínas son mediadas por zippers de leucina, lo cual ha 
sido postulado por tener un efecto inhibitorio. Se han hecho estudios para estos 
reguladores por medio de un screnning sobre una biblioteca de cDNA de embrión de pollo 
con un anticuerpo biotinilado; durante el ensayo se encontró una proteína jif (factor de 
interacción a Jun). Dicha clona codifica para una proteína de 25 kDa referida como jif-l 
que se une específicamente en la región del zipper de leucina de Jun e inhibe la unión de 
jun hacia al DNA y por lo tanto la transactivación de la transcripción ( Monteclaro y Vogt, 
1993 ). La proteína jif-l esta muy relacionada con la proteína QM de humano con un 94% 
de homologia y por lo tanto a la proteína ribosomal UO de rata ( Chang y col., 1996 ) con 
un 94% de homologia, así que jif-l es homológo a la proteína UO de rata y de esta forma 
a la proteína ribosomal UO de pollo. Realmente no es difícil imaginarse que la habilidad de 
la proteína ribosomal UO de pollo ( jif-l ) se pueda unir a Jun y pueda suprimir la 
expresión de genes, lo que permite pensar de igual forma sobre la actividad supresora de 
tumores de la proteína QM de humano; referida tambien como proteína ribosomal UO ( 
Chang y col., 1996 ). Por otro lado, el conocimiento sobre la función(es) de la proteína QM 
no es muy amplio, excepto, sobre la posible interacción de la proteína QM con la proteína 
Jun, la cual provoca una inhibición sobre la actividad de la activación transcripcional por 
parte de Jun ( Monteclaro y Vogt, 1993 ), se menciona una posible interacción ya que 
este tipo de interacción se ha mostrado ser un artefacto experimental ( Loftus, 1996; 
LOftus Y col., 1997 ). Recientemente el equivalente de QM en levadura, llamado QSR1 ha 
demostrado que se asocia con la subunidad ribosomal 60S y que esta involucrada en la 
subunidad de unión ( Eisinger y col., 1997 ). 
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El cDNA de la proteína QM de humano fué originalmente clonado por hibridación 
entre una línea de células tumorigénicas del tumor de Wilms' (G401), Y un hibrído 
microcelular no-tomorigenico (G401.6) durante una investigación para el gen supresor del 
tumor de Wilms' ( Dowdy y col., 1991). El gen QM de humano codifica para una proteína 
hidrofílica, básica, citosólica con un peso molecular de 25 kDa ( Dowdy y coi., 1991; 
Kaneco y col., 1992; Van Ouweland y col., 1992 ). Por lo tanto varios cDNAs de diferentes 
proteínas QM han sido clonados a partir de diversas especies de los reinos plantae, 
animalia y fungi ( Farmer y col., 1994 ). La comparación de secuencias entre varios cDNAs 
de QM indican que la proteína QM ha sido altamente conservada a través de la evolución 
eucariotica, por ejemplo .... la QM de murino y humano difieren por solo un aminoácido, la 
proteína QM de humano y de Ratón son identicas en todos sus aminoacidos excepto en un 
residuo .... Ser 202 en el humano el cual es reemplazado por un Asn en el Ratón ( Farmer 
y col., 1994 ). Este grado de conservación es indicativo de que el producto de un gene 
proporciona una función esencial in vivo. 

El papel de QM actualmente es desconocido; sin embargo algunos estudios 
sugieren que la proteína QM juega un papel importante en la célula normal. El homólogo 
de QM en pollo, jif-l, fue reportado por interactuar con el proto-oncogén e-Jun y por 
inhibir la trans-activación de promotores reguladores de AP-1 in vitro ( Monteclaro y Vogt, 
1993 ). Sin embargo, estudios realizados en sistemas experimentales indican que QM es 
una proteína citoplasmatica y estudios de fraccionamiento celular tanto de levadura como 
de humano, indicaron que QM se localiza en el retículo endoplasmico rugoso y está 
asociada a ribosomas ( Eisinger y col., 1997; Loftus y col., 1997 ). Algunos estudios 
sugieren que la interacción propuesta entre QM/jif-l y e-Jun en la regulación de la 
activación de promotores contenidos en AP-1 puede ser un artefacto experimental ( 
Loftus,1996 ). En otros estudios, QM ha sido reportada como poco regulada durante la 
diferenciación de adipocitos ( Eisinger y col., 1993 ). Sin considerar el papel (es) del 
producto del gen QM, esta proteína (QM) proporciona una función esencial en levadura, ya 
que una deleción de QM es letal ( Koller y col., 1996; Tron y col., 1995 ). Por otro lado el 
cDNA de QM de humano puede funcionar para rescatar esta letalidad, indicando que el 
alto grado de conservación evolutiva observada entre homólogos de QM obtenidos a partir 
de especies tan diversas como levaduras y humano son funcionalmente significativa. 
Estudios previos de expresión indicaron que el transcrito de QM es detectable en muchos 
tejidos de mamífero y líneas celulares ( Dowdy y col., 1991; Kaneco y col., 1992 ). Se ha 
observado que el gene QSR1 es esencial en levadura y que en mutantes sensibles a 
temperatura, son deficientes en la traducción de proteínas. Se ha demostrado también 
que la proteína QM esta asociada a ribosomas en células de mamífero ( Loftus y col., 
1997; Nguyen y col., 1998 ). Dada la conservación extrema de QM ( Farmer y col., 1994 ) 
Y su papel en la síntesis de proteínas en levadura, permite suponer que la proteína QM 
puede ser expresada en todas las células que están sintetizando proteínas. Por otra parte 
se ha reportado que la proteína QM es una proteína novedosa de unión a zinc y que 
puede ser fosforilada por la proteína cinasa C in vitro. Esto hace parecer que la proteína 
QM puede contener un nuevo dominio de unión a zinc; y tal unión es necesaria para la 
interacción con e-Juno Además, QM es fosforilada por la PKC y la extención de la 
fosforilación por la PKC es correlacionada con el punto de inhibición de la unión de QM 
hacia e-Jun ( Inada y col., 1997). 

AISLAMIENTO DE UN POTENCIAL SUPRESOR TUMORAL EN E.HISTOL mCA. 



19 

A partir de los antecedentes presentados sobre algunas proteínas involucradas en 
los mecanismos de transcripción celular y regulación de la misma y partiendo del hecho de 
que se conoce poco sobre proteínas amibianas que pudieran tener funciones similares a 
las descritas anteriormente como seria la supresión tumoral, es por eso que nos intereso 
aislar y expresar el producto del gene EHL10 de Entamoeba histo/ytica como un posible 
potencial supresor Tumoral. 

4 

Para lo cual nos planteamos cubrir los siguientes objetivos: 

OBJETIVOS. 

OBJETIVO GENERAL. 

*CARACTERIZAR MOLECULARMENTE EL GEN EhUO DE E. histo/ytica. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

*AISLAMIENTO DEL GEN EhL10 DE E. histo/ytica. 

*SECUENCIACION DEL GEN EhL10. 

*EXPRESIÓN DEL GENE EhL10 EN EL VECTOR DE EXPRESION pProEX-HTc Y 
PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES CONTRA LA PROTEíNA EhL10. 

*AISLAMIENTO DE PROTEINAS RIBOSOMALES TOTALES DE E. histo/ytica. 

*LOCALIZACION DE LA PROTEINA EhL10 EN EL PATRON ELECTROFORmCO BI
DIMENSIONAL DE LAS PROTEINAS RIBOSOMALES DE E.histo/ityca. 
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MATERIALES Y METODOS. 

5 5.1.1.- CULTIVO DE E. histo/ytica. 

Los trofozoítos de la cepa amibiana de E. histo/ytica HMI: IMSS se cultivaron 
axénicamente a 37°C en medio TY1-S-33 ( Diamond, 1978 ) suplementado con 20% de 
suero completo de bovino adulto ( Microlab ), inactivado a 56°C durante 30 minutos a 
baño María, al cual se le adicionó una mezcla de vitaminas al 3% ( In vitro ). El cultivo se 
incubó hasta una fase logarítmica de crecimiento. 

5.1.2.- DISEÑO DE OLIGO DEGENARADO. 

El aligo con el cual se amplificó un segmento del gen EhU O a partir de DNA 
genómico de E. histo/ytica (act!a ggt/a atg aga/t gga gct/a tgg ) se diseñó basándose 
en el uso de codones de E. histo/ytica ( Tannich y Hosrtmann, 1992 ). 

5.1.3.- AMPLIFICACIÓN POR PCR DE LA SONDA HOMOLOGA AL GEN EhUO DE E. 
histo/ytica SOBRE UN BANCO DE cDNA DE A ZAP n. 

Los aligas que se utilizaron para amplificar parte del gen EhUO por medio de la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) ( Mullis, 1990 ) sobre un banco de cDNA de A 
zap n fueron, el aligo degenerado A12 y el aligo n. La reacción de PCR se llevó a cabo en 
un volumen final de 100~d. Se mezcló lO1l1 de buffer 10x con MgCI" 20111 de dNTPs a 
50IlM, 10~d de cada aligo a 50IlM, 1111 de cDNA de A. Zap n como templado, 50111 de agua 
estéril, y 0.5 U de enzim'a taq polimerasa. Las condiciones para la PCR fueron de 35 ciclos 
con tres temperaturas: una de 94°C por 30 segundos, una temperatura de alineamiento 
de los primers a 49°C por 30 segundos y una temperatura de extensión para la taq 
polimerasa de noc durante 1 minuto, terminados estos ciclos de la reacción, una 
temperatura suplementaria de extensión para la taq se realizó a noc durante 7 minutos. 
El producto de PCR se separó electroforeticamente en un gel de agarosa al 1% Y se 
purificó por medio del kit de extracción de geles Jet Sorb ( GENOMED ). 

5.1.4.- SECUENCIACION DEL SEGMENTO AMPLIFICADO DEL GEN EhUO POR PCR. 

Para la secuenciación de nucleotidos del inserto amplificado y purificado se utilizó 
la técnica de secuenciación mediada por dideoxinucleotidos ( Sanger, 1977 ), por medio 
del kit de secuenciación n SEQUENASE (Amersham LIFE SCIENCE ). Para dicha reacción 
de secuencia se tomó como templado 3111 del inserto amplificado por PCR, se ajustó a un 
volumen de 8111 con agua estéril, al cual se le adicionó 2111 de NaOH 1M, y 1111 de primer a 
50llM ( A12, n ) siendo una mezcla para cada primer. Se incubó a 3rC por 10 minutos y 
se colocó en hielo. Después a la mezcla se le adicionó 2111 de HCL 1M y 2111 buffer de 
reacción del plasmido para un volumen final de 151l1, se incubó el templado/buffer/primer 
a 3rC por 10 minutos y se colocó en hielo. 

Durante la incubación se preparó la mezcla apropiada de cada par de base ( G, A, 
T, C ) con 2.5~tI de cada par de base y se incubó a 37°C, por otro lado se preparó la 
dilución del labeling mix tomando 2111 del labeling mix en 8111 de agua. Transcurrido el 
tiempo de incubación a la mezcla de DNA ( templado/buffer/primer) se le adicionó l~tI de 
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DTI O.lM, 2¡.tI de la dilución del labeling mix, 0.5¡.t1 de radiactividad dATp32 
( Amersham 

LIFE SCIENCE ), y 2¡.t1 de la enzima 17 SEQUENASE. Se incubó 5 minutos a temperatura 
ambiente. Una vez que terminó dicho tiempo se le colocó 4.5¡.t1 de la mezcla a cada 
mezcla apropiada ( G, A, T, C ) y se dejó incubar a 37°C por 5 minutos. Para detener la 
reacción de la mezcla, se le agregó 4¡.t1 de solución de paro ( stop ). Antes de cargar las 
muestras en el gel de poliacrilamida ( STRATAGENE ) se calentaron 5 minutos a 72°C, 
enseguida se cargó 2.5¡.t1 de la mezcla por pozo. Las condiciones de corrimiento tanto para 
la corrida corta como la larga fueron aproximadamente de 1860 a 1960 volts (Voltaje
constante), sobre un buffer de Tris-boratos-EDTA (TBE: Tris Base 100m M, Ac Borico 
100mM, EDTA O.5M ). Una vez que terminó el corrimiento, el gel se secó y se dejó 
exponer 24 horas sobre una película de rayos-X (Kodak). La secuencia y se analizó en la 
base de datos (GENBANK) para determinar la proteína homologa o comparar la secuencia 
con otras ya descritas que codifican para QM, Jif-l o UO. 

5.1.5.- MARCAJE DE LA SONDA (EhL1O) . 

El DNA (inserto) que se purificó por medio del Jet Sorb (GENOMED ), se utilizó 
como sonda. Dicho DNA se marcó radiactivamente bajo el siguiente protocolo: se colocó 
en un tubo eppendorf 4¡.LI de agua estéril, 6¡.t1 de DNA producto de PCR ( EhL10), 3¡.LI de 
dNTPs ( dTIp, dGTp, dCTp ), 2¡.t1 de buffer de hexámeros: como cebador, 5¡.LI de 
radiactividad dATp32 

( Amersham LIFE SCIENCES ) Y 1.5¡.t1 de enzima Klenow ( Boehringer 
Mannheim ). La mezcla se incubó por 1 hora a 37°C. Una vez que termino dicho tiempo 
se le adicionó 200¡.LI de buffer TE ( Tris -HCL, EDTA ). 

5.1.6.- PURIFICACIÓN DE LA SONDA ( EhL10). 

Se preparó la columna en una jeringa de 1ml, dicha jeringa se tapó en su base con 
fibra de vidrio estéril, y se la adicionó 1ml de sephadex G50. La columna se colocó dentro 
de un tubo eppendorf sin tapa y a su vez dentro de un tubo cónico de 15ml, se centrifugó 
a 3500 rpm durante 5 minutos para empaquetar el sephadex G50. Después de la 
incubación de 1 hora de la sonda, esta se colocó dentro de la columna de sephadex G50 y 
se centrifugo a 3500 rpm durante 5 minutos con el fin de eliminar el exceso de 
radiactividad y por lo tanto purificar la sonda. Así que la sonda se colectó en el tubo 
eppendorf que se colocó en la base del tubo cónico de 15 mI. 

5.1.7.- ESCRUTINIO SOBRE UN BANCO DE cDNA DE A. ZAP 11. 

Para la técnica de hibridación de DNA, se utilizó el protocolo B (Catalogo #237211, 
237511, 237611) recomendado por Stratagene. 

Durante el primer día se dejó un cultivo de 5 mi de medio LB de la Bacteria XU
BLUE, con 50¡.t1 de MgS04, 50¡.t1 de maltosa para estimular la formación de pilis en la 
bacteria, durante toda la noche en agitación a 37°C. Al segundo día se puso a 
interaccionar durante 15 minutos 600ftl de bacteria ( XU-BLUE ) con 50ftl del fago A. zap 
11 a una dilución de 10-2 

( 5ftl del stock del fago + 450ftl de buffer SM ), a dicha dilución 
los fagos formaron aproximadamente 50,000 placas líticas, además de que después de la 
interacción se adicionó 6.5 mi de top agar para formar el cesped de bacterias-fagos sobre 
cajas de medio NZY de 150mm de diametro, las cuales se dejarón incubar a 37°C toda la 
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noche. Al tercer día las cajas se pasaron a 4°C por 2 horas, enseguida se identificaron las 
placas líticas y se colocaron los filtros de nitrocelulosa (NC) sobre el cesped durante 2 
minutos para que se adhirieran los fagos, se colocó un segundo filtro por 4 minutos sobre 
el césped; dichos filtros se marcaron sobre el césped para su orientación. Enseguida los 
filtros se pasaron por: una solución desnaturalizante ( 1.5M NaCL, 0.5M NaOH ) por 2 
minutos con el fin de separar las cadenas de DNA adherido a los filtros, por una solución 
neutralizante ( 1.5M NaCL, 0.5M TRIS-HCL pH 8.0) durante 5 minutos para neutralizar al 
NaOH y por una solución de lavado (0.2M TRIS-HCL pH 7.5. 2xSSC ) por 30 segundos 
para eliminar el exceso de top agar adherido a los filtros. Una vez que se lavaron los 
filtros, se colocaron sobre papel whatman y se hornearon a 80°C durante 2 horas para 
fijar el DNA a la membrana de nitrocelulosa. Durante el tiempo de incubación se preparo 
50ml de solución de pre- hibridación, la cual contenía 25ml de forma mida desionizada, 
15ml de SSC 20x, 2.5ml de SDS 20%, 5ml de solución Denhardt 50X, 2ml de agua 
bidestilada y 0.5ml de DNAss el cual se pre- calentó a 100°C por 10 minutos y se dejó en 
hielo por 5 minutos (se adicionó al volumen deseado). Después los filtros se colocaron 
dentro de bolsas de plástico y se bloquearon con 25ml de la solución de pre- hibridación 
(la cual bloqueara los sitios donde no hay DNA adherido a los filtros), dichas bolsas se 
sellaron y se dejaron los filtros incubar en agitación durante toda la noche a 42°e. El resto 
de la solución de pre- hibridación se guardó a -80°e. Para la hibridación de la sonda con el 
DNA adherido a los filtros, a los 25 mi de solución de pre-hibridación se le adicionó los 
200f.d de DNA que se marcó radiactiva mente y se purificó anteriormente, antes de 
adicionar la sonda esta se pre- calentó a 100°C durante 10 minutos y se colocó en hielo 
por 5 minutos, enseguida se sellaron de nuevo las bolsas y se dejaron incubar el fin de 
semana en Agitación a 42°e. Después del tiempo de hibridación los filtros se pasaron por: 
una solución de enjuague (SSC 20x, agua bidestilada) por 10 minutos, después en una 
solución de lavado (SDS 20%, SSC 20x, agua bidestilada) por 30 minutos, lo cual permitió 
eliminar el exceso de radiactividad a los filtros. La solución de hibridación se guardo a -
80°e. Una vez enjuagados los filtros se colocaron sobre papel whatman, y se cubrieron 
con megapack, y se dejaron exponer con una película de Rayos -X (Kodak) a -80°C 
durante 4 días. 

Se identificaron las colonias en la pelicula y se purificaron a partir de las cajas con 
medio 2YT con el césped de top agar; las colonias se cortaron con la base de una pipeta 
pasteur estéril, el agar se colocó en 1ml de buffer de dilución del fago SM ( NaCl, MgS04 , 

Tris-HCI 1M pH 7.5 Y Gelatina al 2%) al cual se le adicionó 100111 de cloroformo (esto 
permitió que los fagos salieran del agar hacia el buffer y a su vez lisar las bacterias 
presentes), y así purificar los fagos. 

Se realizo un segundo escrutinio (protocolo B, Catalogo # 237211, 237511, 
237611) en cajas chicas de medio NZY, para obtener aproximadamente 50 placas líticas a 
partir de los fagos que se purificaron durante el primer escrutinio. Para lo cual se siguio la 
misma Metodología antes descrita durante ello escrutinio. 
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5.1.8.- EXCISION in vivo DE pBLUESCRIPT. 

A las clonas positivas que contenian el inserto, se les realizó la técnica de excisión 
in vivo a partir de A. zap II y se purificaron de acuerdo al procedimiento del protocolo 
USING THE ExASSIST/SORL SISTEM recomendado por Stratagene (protocolo B.catalogo # 
200400). 

Se colocó un cultivo de 20 mi de medio LB de la bacteria XL1-BLUE, con 200111 
MgS04 , y 200111 de maltosa durante toda la noche en agitación a 37°C. Al día siguiente, del 
cultivo anterior se tomaron 200,d y se adicionaron a 20ml de medio LB, con 200111 de 
MgSO." 200pl de maltosa. Se incubaron en agitación a 37°C hasta que el cultivo alcanzo 
una D.O (densidad óptica) de 0.5-1.0 a 600nm. 

Para la excisión in vivo se tomarón 600111 de la bacteria fresca (XL1-BLUE con una 
D.O. de 0.5 - 1.0 a 600nm ), 200111 del fago purificado en el segundo escrutinio y 1111 del 
fago helper ( helper, ExASSIST, R408+ ) Y se dejó incubar la mezcla a 37°C por 15 
minutos. Después de los 15 minutos de interacción se le agregó 3 mi de medio 2YT 
incubándose en agitación a 37°C durante 3 horas. Una vez que terminó la incubación la 
mezcla se calentó a 72°C durante 20 minutos, lo que permitió eliminar a las bacterias. 
Después se procedió a centrifugar durante 15 minutos a 3500 rpm para asentar los restos 
celulares (bacterias), permitiendo que el fago quedara en el sobrenadante (SN). Dicho 
sobrenadante se recuperó en un tubo cónico de 50 mi estérilizado. Posteriormente en un 
tubo eppendorf se colocarón 50111 de fagos (sobrenadante), 200,d de bacterias frescas 
(XL1-BLUE con una D.O. de 0.5-1.0 a 600nm) y se incubaron por 15 minutos a 37°C. 
Después de la interacción, se espatularon 125111 de la mezcla en caja de LB/ampicilina (2 
cajas), y se incubaron toda la noche a 42°C. Para observar las colonias del plásmido 
pbluescript, las cajas se dejaron a temperatura ambiente de 4 a 6 horas 
aproximadamente. Una vez que las colonias fueron visibles, se seleccionaron y se purificó 
plásmido usando el sistema de miniprep del kit CONCERT/GIBCO BRL. El plásmido 
purificado se corto con las enzimas de restricción Bam H 1 Y Xho 1 ( Biolabs ), con esto se 
determinó el tamaño del inserto del gene EhU O. Posteriormente se obtuvo DNA 
plásmidico de la colonia de interes a partir de un cultivo de 20 mi de medio LB con 40111 de 
ampicilina a una concentración de 25119/ml, el cual se dejo incubar toda la niche a 37°C. 

5.1.9.- SECUENCIACrÓN DEL GEN EhUO. 

Para la secuenciación de nucleotidos del plásmido pBluescrip SK + obtenido a partir 
de la técnica de excisión in vivo y que contiene el gen EhUO, se realizó de acuerdo al 
protocolo de secuenciación mediado por dideoxinucleotidos ( Sanger y col., 1977 ). Para 
comprobar que la secuencia era la correcta se secuencio en un sistema automático 
ABIPRISM Model 310, Versión 3. La secuencia se analizó en una base de datos de datos 
(GENBANK) para deteminar la proteína homología con otros genes ya reportados. 
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5.2.- EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE EhUO. 

5.2.1.- CLONACIÓN DEL FRAGMENTO DE DNA EN EL VECTOR DE EXPRESIÓN 
pProEX HTc (GIBCO/BRL). 

El gen EhU O que codifica para una proteína homóloga de aproximadamente 642 
nucleotidos se obtuvo a partir del genoma de amiba y sé clonó en el sitio Bam H l/Xho 1 
del vector pProEX HTc. El protocolo que se siguió para realizar la clonación fue: el vector 
pProEx HTc se digirió con las enzimas de restricción Bam H1 y con Xho 1 (BIOLABS), con 
la finalidad de generar extremos cohesivos en el vector para impedir que se religara. Por 
otro lado el DNA (inserto) a clonar se liberó del plásmido pbluescrip mediante la digestión 
con las mismas enzimas, posteriormente tanto el vector como el inserto se corrieron en 
un gel de agarosa 1 % Y se purificaron por medio del kit de extracción de geles Jet Sorb 
(GENOMED) checandose la concentración de ambos para la reacción de ligación. La 
reacción de ligación la cual se realizó empleando la enzima T4 DNA Iigasa y el buffer para 
la T4 Iigasa (GIBCO/BRL). Dicha reacción se incubó 24 hrs a 16°C. 

5.2.2.- TRANSFORMACIÓN DEL VECTOR pProEX HTc EN CÉLULAS DE LA CEPA E. 
Coli DH5a. 

Se realizó la transformación de células competentes DH5a de Escherichia Co/i bajó 
el siguiente protocolo: dentro de un tubo de vidrio estérilizado se mezclaron 200ftl de 
células competentes con 20ftl de la reacción de ligación, se dejó incubar 30 minutos a 4°C 
y 2 minutos a 42°C respectivamente y posteriormente se adicionó 1 mi de medio LB y se 
incubó 60 minutos a 37°C en agitación. Después de la incubación la mezcla se colocó en 
un tubo eppendorf y se centrifugo 30 segundos a 14,000 rpm para empastillar las células, 
dichas células se resuspendieron en medio LB y se espatularon en cajas de medio 
LB/Ampicilina incubándose 24 hrs a 37°C. 

5.3.3.- EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE EhUO. 

Para la Expresión de la proteína recombinante la cepa de la bacteria E. co/i DH5a 
que contiene el gene de EhU O se cultivó en medió LB en presencia de Ampicilina a una 
concentración de 25~lg/ml. El cual se dejo en agitación durante 24 hrs a 37°C. 

Al siguiente día se hizo una dilución 1: 100 del cultivo crecido toda la noche y se 
dejó incubar de 2 a 3 horas a 37°C hasta alcanzó una densidad óptica (D.O) 0.5 - 1.0 a 
600nm, una vez que alcanzo la densidad se le adicionó IPTG 100Mm o al 2.3% ( [J final 
de 0.4-0.6 mM ) y se dejó inducir en agitación a 3JOC durante 6 horas. Posterior al tiempo 
de inducción el cultivo se centrifugó 30 minutos a 6000 rpm a 4°C, y se decanto el 
sobrenadante, y la pastilla se guardo a -80°C. Para el tercer día, la pastilla se resuspendió 
en buffer de sonicado pH 8.0 (20mM Tris pH 8.0, 100mM NaCL), la suspensión celular sé 
sonicó (amplitud 9-10 watts durante 1 minuto con intervalos de 10 segundos) en un 
sonicador ULTRASONIC PROCESSOR/ULTRACEL. Posterior a la lisis celular, el Iisado se 
centrifugó durante 15 minutos a 10,000 rpm a 4°C, se recuperó el sobrenadante y se dejó 
en hielo. Antes de la interacción del sobrenadante con las perlas Talón (TALO N Metal 
Affinity Resin. Clontech, Cat. #8901-1), estas se lavaron 5 veces con 50 mi buffer de 
sonicado ( entre cada lavado se centrifugó 2 minutos a 2000 rpm ). Una vez que se 
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lavaron las perlas se pusieron a interaccionar con el sobrenadante durante toda la noche 
en rotación a 4°C. Al siguiente día, la interacción se centrifugó durante 2 minutos a 2000 
rpm, las perlas se lavaron 5 veces con 50 mi de buffer de lavado (20mM Tris, 100Mm 
NaCL y lOmM Imidazol). Posterior a los lavados las perlas se transfirieron a un tubo 
eppendorf y se le adiciono un volumen de buffer de muestra 2x para proteínas (Tris 1.0 M 
pH 6.8,' SDS 10%, 2- i3 Mercaptoetanol, Glicerol), se incubaron a 100°C durante 5 minutos 
y después se centrifugo a 5000 rpm durante 15 minutos. Se recupero el sobrenadante en 
un tubo eppendorf nuevo y se le adiciono azul de bromofenol. Para determinar el grado de 
pureza de la proteína se cargarón 50¡.t1 en un gel SDS/PAGE al 13% (Maizel, 1971). 

Cabe mencionar que el patrón electroforético para proteínas en una-dimensión y 
en doble-dimensión, se observo tiñiendo el gel en una solución de azul de coomasie R-
250 al 0.2%, ác. Acético al 7%, Etanol al 30% y destiñiendolo en una solución de Ác. 
Acético 7%, Etanol 30%. 

5.2.4.-PURIFICACIÓN DE PROTEÍNA RECOMBINANTE EhUO E INMUNIZACIÓN. 

Previo a la inmunización, una vez que se purificó la proteína recombinante se 
obtuvó una cantidad suficiente de proteína a partir del corrimiento de varios geles SDS
PAGE al 13% (Maizel, 1971). Dichos geles sé tiñieron y destiñieron como se mencionó 
anteriormente hasta visualizar la banda correspondiente a la proteína recombinante en 
referencia al marcador de peso molecular (GIBCO/BRL). Después de desteñir los geles de 
poliacrilamida se cortaron las bandas de la proteína y se colocaron en un tubo falcón 
estéril con solución PBS pH 7.4 (NaCL, Na,HPO., NaH,PO.) durante 2 días para eliminar el 
exceso de ác. Acético ( con 4 cambios de solución). Se guardaron a 4°C hasta que se 
usaron. 

Para la producción de anticuerpos policlonales, se usaron 6 ratones hembras de la 
cepa Balb/C, las cuales fueron inmunizadas en 4 ocasiones con 50 flg de proteína. Previo a 
las inmunizaciones intraperitoneales se obtuvó a partir de los ratones el suero pre-inmune 
el cual se almacenó a -20°C. Para la primera inmunización la proteína se rompio ( 
acrilamida ) con una solución PBS pH 7.4 (NaCL, NazHPO., NaHzPO.) y se mezclo con un 
volumen de adyuvante incompleto de Freud' s ( GIBCO BRL), dicho adyuvante permite 
encapsular el antígeno (proteína) y montar una mejor respuesta inmune por parte del 
ratón. El resto de las inmunizaciones se realizaron cada 15 días alternando la aplicación 
del adjuvante con la proteína y la proteína sin adjuvante para inmunizar. Posterior a las 
inmunizaciones se obtuvo la sangre de los ratones y se dejó coagular a temperatura 
ambiente, después se centrifugo a temperatura ambiente durante 1 hora a 14,000 rpm y 
el suero se colectó en un tubo eppendorf estéril. El suero se guardó a -20°C. 

5.2.5.- PURIFICACIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES anti-EhUO. 

Para la purificación del anticuerpo anti EhU O se utilizó el protocolo para la proteína 
G sepharosa, recomendado por Pharmacia Biotech, para lo cual se realizo lo siguiente: 
dentro de una pipeta pasteur estéril se coloco en la punta peló de ángel estéril y se 
empacó la sepharosa G (aproximadamente 1ml de sepharosa). La columna se lavo 2 veces 
con 3 mi de Buffer de Unión (Fosfato de Sodio 20mM, pH 7.0), al mismo tiempo el suero 
se diluyó 2 veces con Buffer de Unión (Fosfato de Sodio 20mM, pH 7.0) Y se paso por la 
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columna de sepharosa. La columna se lavo una vez con 5ml de buffer de unión (Fosfato 
de Sodio 20mM, pH 7.0). El anticuerpo anti-EhUO sé eluyo con 2 mi de Buffer de Elución 
(Glicina O.lM, pH 2.7), una vez que se recupero el anticuerpo, inmediatamente se le 
adicionó 200¡.!1 de Tris 1M PH 9.0 con el fin de neutralizar el pH ácido (pH 2.7) del Buffer 
de Elución (se adicionó 100¡.!l/ml de Buffer de Elución). El anticuerpo se almacenó a -20°C 
en alicuotas de 50 ¡.!I en tubos eppendorf. 

5.2.6.- INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WESTERN BLOT) DE LA PROTEÍNA 
EhUO. 

Después de la electroforesis de la proteína recombinante EhU O en geles SDS/PAGE 
al 13%, estas fueron electroforéticamente transferidas a membranas de nitrocelulosa ( 
Trans-Blot Transfer Medium: # cato 162-0115 BIO-RAD ) usando el sistema de Trans-blot 
Cell de Bio-Rad (USA) en Buffer Tris, Glicina y Metanol 10%, durante 150 minutos a 90 
volts. Posteriormente la membrana se bloqueo con leche al 5%, incubandola toda la noche 
con solución amortiguadora de Fosfatos-Tween (Na2HP04 1M, NaH2P04 1M, NaCI 5M, 
Tween 20 al 0.005%), al día siguiente se coloco el primer anticuerpo (a-EhUO) a una 
dilución 1: 1000 durante toda la noche a 4°C. Después se incubo un segundo anticuerpo 
anti-IgG de ratón acoplado a peroxidasa (HRPO- American Qualex) a una dilución 1:5000 
durante 4 horas a 37°C. La reacción se detecto empleando el sistema de peroxidasa, en el 
cual se mezclo 2ml de 4-cloro-naftol 6x (0.15g en 50 mi de Metanol) con lOml de solución 
(Na2HPO. 1M, NaH2PO. 1M) y 4¡.!1 de H20 2 (Merk), en dicha mezcla se enjuago la 
membrana hasta visualizar la banda correspondiente a la proteína esperada, reconocida 
por el anticuerpo EhUO. 

5.3.- OBTENCIÓN DE PROTEÍNAS RIBOSOMALES DE E. histo/ytica. 

Para la obtención de proteínas ribosomales de amiba Entamoeba histo/ytica se 
siguió el método descrito por Warner, 1971. 

Para lo cual 7x106 trofozoítos de E. histo/ytica se cosecharon en un tubo cónico de 
50 mi, se centrifugó a 1500 rpm durante 5 minutos, en donde se tiro todo el 
sobrenadante. El paquete celular se resuspendió en 0.625 mi de inhibidor de proteasas p
Hidroximercuribenzoato (SIGMA) a una concentración de 2.5 mM y las células se 
rompieron por congelación/descongelación (hielo seco/acetona) durante 2 tiempos. A la 
pastilla se le agregó 25 mi de solución LHB ( NaCL 100mM, MgCh 30mM, TRIS-HCL pH 7.4 
lOmM ) para lo cual a un 19 o 2g de células se les adiciono 15 mi de solución LHB (Zinker, 
1980), se congeló/descongeló (hielo seco/acetona) dos veces. 

El paquete celular se rompió con un homogeinizador de vidrio tipo Dounce a 4°C, 
dándole aproximadamente 90 golpes, hasta observar en microscopio que las células 
quedaran completamente rotas. El lisado celular se colocó en un vaso de precipitado, en 
agitación a 4°C, y se le adicionó 1.250 mi de una solución al 0.5% de DOC (Desoxicolato 
de Sodio al 10% ; 0.05 mi de DOC 10% en 1 mi de LHB) en LHB, se mezcló y se dejó 
reposar en hielo durante 5 minutos. Enseguida se le agregó 1.250ml de una solución de 
BRU-58 al 0.5% ( 0.05ml BRU-58 al 10% en 1ml de LHB) en LHB, se mezcló y se dejó 
reposar en hielo por 5 minutos. 
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Después de la incubación en hielo, la mezcla se centrifugo a 4°C a una velocidad 
de 10,000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante se recuperó en un vaso de 
precipitado y se dejó en hielo. Enseguida en tubos para rotor 60 ti con tapa se coloco 5 mi 
de sacarosa al 15%, 5% de (NH4)z 504 en Solución LHB, se adicionó el sobrenadante 
(formando dos fases), esta solución se centrifugó a una temperatura de 4°C por 4 horas a 
45,000 rpm. Posterior a la centrifugación, para la obtención de proteína total ribosomal, se 
realizó mediante el método desarrollado por Hardy y col. (1969) en donde la pastilla que 
se obtuvó se lavo dos veces por rotación con una cantidad suficiente de buffer 10.5 ( 

NaCL2 100mM, HEPES 10mM, MgCL2 10-5M ), enseguida se le adicionó 2 mi de buffer 10.5• 

La pastilla sé resuspendió en agitación sobre hielo durante 30 minutos, después se le 
agregó simultáneamente 2 volúmenes de ácido acético glacial ( 4ml ), 0.1 volumen de 
MgCL2 1M ( 200," ), se dejó agitar a 4°C durante 30 minutos. Posterior a esto la mezcla 
se colocó dentro de una bolsa de diálisis, en donde se dializó durante 24 horas contra una 
solución de ácido acético 0.5 M para lo cual se le hicieron cambios de la solución de ácido 
acético 0.5M cada 8 horas. La muestra se liofilizó y se corrió el patrón electroforético en 
geles de poliacrilamida uni y bidimensional. 

5.4.- ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL EN GELES DE POLIACRILAMIDA. 

El sistema de geles bidimensionales que se usó para el análisis de proteínas 
ribosomales de amiba y levadura fue el descrito por Mets y Bogarad en 1974, en el que la 
1 ° dimensión fue en urea a pH 5.0 Y para la electroforesis en la 2° dimensión fue en 
presencia de SDS, desarrollado por Maizel en 1971. 

5.4.1.- 1° DIMENSIÓN EN GEL CILINDRICO A pH 5.0 EN TUBO DE 0.5mm x 14cm. 
( Mets y Bogarad, 1974 ). 

En el primer día, los geles cilíndricos de poliacrilamida (Acrilamida 4%, 
Methylenebisacrilamida 0.1%, Urea 8M, Bis-Tris 0.057M pH 5.0) se prepararon en tubos 
de vidrio de 0.5 mm x 14 cm, los cuales se sellaron en la base con parafilm. Para 
polimerizar 10 mi de la solución de poliacrilamida (Acrilamida 4%, Methylenebisacrilamida 
0.1 %, Urea 8M, Bis-Tris 0.057M pH 5.0) se colocó 30 ¡¡I de solución APS 10% ( persulfato 
de amonio) y 10¡¡1 de TEMED, esta solución se vació dentro del tubo con la ayuda de una 
pipeta pasteur estéril y al mismo tiempo se estratifico la superficie del gel con agua 
bidestilada estéril, y por consiguiente se dejaron polimerizar a temperatura ambiente. 

Una vez que polimerizó la acrilamida, los tubos se colocaron en la cámara de 
electroforesis en la cual se colocó Buffer Bis-tris 10mM pH 5.0 en el reservorio superior y 
buffer Acetato de Potasio 0.179 M en el resesrvorio inferior. Para el corrimiento de la 
muestra (proteína) se peso 8 y 12 mg de proteína liofilizada, la cual se disolvio en 100 y 
300¡¡1 de buffer para proteínas (Urea 8M, Glicerol 10%, Ácido Ácetico 0.1%, 2-(3-
Mercaptoetanol 10%, Fuschina Básica). 

La proteína se dejó reposar a temperatura ambiente durante 4 horas, terminado el 
tiempo de reposo, antes de cargar la muestra de proteína en el gel cilíndrico, este se lavó 
con buffer Bis-Tris 10mM y la muestra se centrifugó durante un pulso de 30 segundos, 
inmediatamente la muestra se cargo sobre el gel y se formo dos fases con buffer Bis-Tris 
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lOmM pH 5.0 del reservorio superior. La electroforésis se realizó con los polos invertidos ( 
de +/- ) y se dejó correr a 50 volts durante toda la noche. 

5.4.2.- EQUILIBRIO DEL GEL CILÍNDRICO PARA LA 2° DIMENSIÓN. 

Los geles cilíndricos se sacaron del tubo con la ayuda de una jeringa Hamilton de 1 
mi, la cual se llenó de solución de equilibrio (Urea 4 M, Tris Base 0.5 M, SDS 1%, pH 6.8). 
La aguja de la jeringa se metió entre el gel y la pared interna del tubo lo que permitió que 
se desplazara el gel sobre la pared del tubo. Posteriormente se dejo incubar el gel a 
temperatura ambiente en la solución aproximadamente 5 horas. Este procedimiento 
permitió el aumento del pH por parte del gel cilíndrico de la 1° dimensión hasta un valor 
similar al del gel concentrador de la 2° dimensión (pH 6.8) Y por lo tanto permitir la 
introducción, por difusión del SDS a las proteínas ribosomales (Mets y Bogarad, 1974; 
Gorenstein y Warner, 1976). 

5.4.3.- 2° DIMENSIÓN EN GELES DE POLIACRILAMIDA - SDS AL 13% (Maizel, 
1971). 

Para la segunda dimensión los geles en placa se prepararon igual al del 10% de 
acrilamida, solo que con separadores con un grosor de 3 mm y sobre vidrios biselados. 
Para el gel resolutivo se mezclo en un matraz erlenmeyer de 125 mi: 26 mi de acrilamida 
al 30%, 22.5 mi de Tris pH 8.8, 0.6 mi de SDS al 10%, 10.5 mi de agua, 240 ¡ll de APS al 
10% ( persulfato de amonio) y 50 ¡ll de TEMED. Una vez que polimerizo el gel separador, 
se colocó el gel concentrador al 4% en el que se mezclo en un matraz de 125 mi: 3.99 mi 
de acrilamida al 30%, 3.75 mi de Tris pH 6.8, 0.3 mi de SDS al 10%, 28.8 mi de agua, 
300 ~I de APS al 10% y 15 ¡ll de TEMED. Ya que polimerizo el gel concentrador, sobre'de 
el se colocó el gel cilíndrico y al mismo tiempo se preparo el marcador de peso molecular 
para proteínas en un bloque de agarosa. Posteriormente se sello con agarosa al 1% 
preparada en buffer para proteínas (Glicina 0.192 M (14.4gr), 25 mM Tris (3.0gr), SDS 
10%), evitando que quedaran burbujas atrapadas entre el gel cilíndrico y el gel 
concentrador. Posterior a esto se monto la cámara de electroforesis y tanto en el 
reservorio superior como en el inferior se coloco buffer para proteínas (Glicina 0.192 M 
(14.4gr), 25 mM Tris (3.0gr), SDS 10%). La corrida se llevó a cabo a 47 volts durante toda 
la noche, hasta que el frente de corrida llego al fondo del gel. La tinción del patrón 
electroforético de las proteínas ribosomales se realizó como se mencionó anteriormente. 

5.4.4.- INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WESTERN BLOT) DE PROTEÍNAS 
RIBOSOMALES DE AMIBA. 

Después de la electroforesis en dos dimensiones de las proteínas ribosomales de 
Entamoeba histo/ytica y Saccharomyces cerevisiae en geles SDS/PAGE al 13%, las 
proteínas fueron electroforéticamente transferidas a membrana de nitrocelulosa ( Trans
Blot Transfer Medium: # cato 162-0115 BIO-RAD ) usando el sistema de Trans-blot Cell de 
Bio-Rad (USA) en Buffer Tris, Glicina y Metanol 10%, durante 4 horas a 0.5 Amperes. 
Posteriormente la membrana se bloqueo con leche al 5%. Para la incubación tanto del 
primer anticuerpo ( a-EhUO ) como del segundo anticuerpo anti-lgG de ratón acoplado a 
peroxidasa (HRPO- American Qualex) se realizó como se menciono anteriormente en el 
ensayo de Western blot. De igual manera se realizo para el reconocimiento de QM en 
proteínas ribosomales tanto de Entamoeba histo/ytica como Saccharomyces cerevisiae con 
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el anticuerpo ant¡cQM de humano, el cual se uso a una dilución de 1: 1000 y el segundo 
anticuerpo acoplado a peroxidasa anti-lgGde conejo, se uso a una dilución de 1:5000. 
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RESULTADOS. 

Amplificación del inserto EhLI0 a partir de cONA A zap 11. 6 
De la técnica de PCR realizada sobre el banco de cDNA de A Zap II se obtuvó un 

inserto amplificado de aproximadamente 400 pb ( Figura 1, ... Carril 4 ) a partir de 4 clonas 
seleccionadas al azar. La reacción de PCR para amplificar el inserto por medio del aligo T7 
y el aligo degenerado A12 (act/a ggt/a atg aga/t gga gct/a tgg ) fue bajo las siguientes 
condiciones: temperatura de 94°C durante 2 minutos, una temperatura de alineamiento 
de los aligas de 49°C durante 30 segundos y una temperatura de extensión de la taq 
polimerasa de 72°C por 1 minuto, además de una temperatura adicional de 72°C por 7 
minutos. Dicho inserto de 400 pb se purificó y sé clonó dentro del vector PCR 2.1, el cual 
se transformó en DH5a. A las colonia blancas se les realizo una PCR colonia para 
corroborar que estuviera el inserto presente ( Fig. 2 ), de dicha PCR solo una colonia fue 
positiva con el inserto de aproximadamente 400pb. La colonia se purificó para obtener el 
DNA plásmido ( Fig. 3 ) Y posteriormente secuenciarlo. 

1 2 3 4 

5090 pb 
~ 4072 pb 

3054 pb ----. 
2036 pb ----. 
1636 pb ----. 
1018 pb ----. 

506 pb ----. 
<OII"f--- Inserto EhU O. 

Fig. 1. PCR realizada con el aligo degenerado A12 y T7, 
sobre cDNA A ZAP II de E. histo/ytica. Carril 1. MPM; Carril 
2. Clona 1., Carril 3. Clona 2 ., Carril 4. Clona 3 con 
Inserto amplificado de aproximadamente 400 pb que 
corresponde al gene EhUO indicado con una fiecha. Gel de 
Agarosa al 1%. 
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4072 pb -.-
3054 pb -----. 

2036 pb ~ 
1636 pb 

1018 pb -----. 

3 J 

1 2 

inserto EhUO. 

Fig. 2. Ensayo de PCR sobre colonia analizada sobre un gel 
de agarosa al 1%. Carril 1. MPM., Carril 2. Inserto de 400 
pb amplificado con los oligos T7 Y M 13 reverse. 

5090 pb -----. 
4072 pb-----' 
3054 pb -----. 

2036 pb -----. 
1636 pb -----. 

1018 pb -----. 

506 pb -----. 
396 pb -----. 

1 2 

Fig. 3. DNA plásmidico pCR2.1 Purificado, 
contiene el inserto de 400 pb del gene 
EhUO. Carril 1. MPM., Carril 2. pCR 2.1 -
EhUO. Gel de Agarosa al 1 %. 
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Secuencia ció n del inserto EhLl0. 

El plásmido que contiene el inserto EhL1 O se secuenció automaticamente por 
medio del Sistema ABIPRIMS Model 310, Versión 3 ( Fig. 4 ). La secuencia obtenida se 
analizó por medio del uso del programa de computo llamado BLASTX, para determinar la 
homología con otras proteínas en una base de datos. El resultado de este análisis reveló 
que nuestra secuencia está relacionada con la proteína ribosomal UD de la subunidad 60s 
de Oryza sativa ( Fig. 5 ) con un 48% de identidad ( homología ), dicha proteína presenta 
una actividad de proteína supresora del gene SG12. También presenta una fuerte 
homología con la proteína jif-l de pollo ( Monteclaro y Vogt, 1993 ) con un 41% de 
identidad, con la proteína QM de humano ( Dowdy y col., 1991 ) con un 45% de 
identidad, con el cDNA de Arabidopsis thaliana el cual codifica para un homólogo al 
supresor tumoral de Wilm . s ( Rivera-Madrid y col., 1993 ) con un 43% de identidad y con 
la proteína UD de rata, homologa a la proteína QM (Chang y col., 1996 ) con un 45% de 
identidad. 

'Kr.,((j~c-., AAA·O:¡'" GQr "l C;I GCl (<irG' lMAG'.C;G4Q.,lG '¡ ~ U.']' (AC.GAJ,G~lGl.uJ.(¡ .uCMCAf (1 re C),GeMH;..l' ,./tU 1 (Al 1 (),.Gf.ClTGCAl (j' 

" '" l. t-.~-.,o "O r,0 r,a 7(1 ~e 1..1 Hin 1'9 

( . 'OU. lAC( UH(U..uG (,1 (CA( 1 r«.uM~' ¡i,l,{ ¡UC. ,,,,,cu 1 ru: e '( 
l49 l')n 7r.G na 7&0 ''la 

:;1T Tlj<:'t(,l,G:r GGC(JAA rACo.U,A."GOCC«(D (CQ.l( (,((HT":"Co,Mo.G ~ '1 OC({l(j(l~:;C;¡([J.M:;GKMAT 1 Cll\AGC aUAT.l1 r TCiG:,I,U,ultxr.cG¡iWlMI 
dA 4QC\ 'C,A0 <¡lA 'S7D ., .. ,~ ""a ')SG ".:1 "'~ <,~.) SQB 

./\ . "-

Fig. 4. Secuenciación en pares de bases del inserto EhL10. 
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Fig. 5. Homología del inserto de EhL10 con otras proteínas de diversas especies a través 
del GENBANK, utilizando la base de datos BLASTX. 

Aislamiento del cONA que codifica para la proteína EhLl0. 

El cONA que codifica para la proteína EhL1 O se aisló a partir de una librería de 
cDNA de A. ZAP II de E. histolytica, mediante un rastreo con el fragmento amplificado de 
DNA de aproximadamente 400 pb como sonda ( Fig. 6 ). Durante el rastreo en la librería; 
8 fagos recombinantes fueron positivos, de los cuales se purificaron a partir de una 
excisión in vivo y se analizaron por una restricción con las enzimas BamH 1 y Xho 1 ( 
Biolabs) para determinar el tamaño del inserto liberado, en dicha restricción solo una clona 
fue positiva con un inserto de 652 pb ( Fig. 7). Esta clona se le denominó EhUO. El 
plásmido pBluescrip que contiene el inserto EhL10 se purifico ( Fig. 8 ). 
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a 
••• ..1 .. 

• • • 

b 

Fig. 6. Primer y Segundo escrutinio sobre librería de cONA de A Zap II de E. Histo/ytica. 
Clonas obtenidas usando como sonda el inserto de 400 pb para rastrear fagos candidatos. 
Panel A. 1 ° escrutinio; Panel B. 2° escrutinio. 

4072 pb -----. 
3054 pb -----. 
2036 pb -----. 
1636 pb -----. 
1018 pb -----. 

506 pb -----. 
396 pb -----. 

12345678 

1 2 

.- pBluescrip 

Fig. 8. Purificación del plásmido 
pBluescrip SK[ + 1 que lleva el 
inserto de 652 pb correspondiente 
al gene EhL10. Carril 1. MPM; Carril 
2. pBluescrip SK+. 5~1 de ONA 
plásmidico en un gel de Agarosa al 
1%. 

inserto EhUO sitio 
BamH1/ Xho 1 

Fig. 7. Exsición in vivo de las clonas obtenidas a partir del 2° escrutinio del banco de cONA 
de E. Histo/ytica. Carril 1. MPM; Carril 2. Clona 1 sin inserto; Carril 3. Clona con el inserto 
de 652 pb correspondiente al gene EhUO; Carril 4,5,7,8 Clonas sin inserto; Carril 6. Clona 
con inserto, no correspondiente al gene por tamaño. Gel de Agarosa al 1%. 
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Secuenciación del DNA y homología de la proteína EhLl0. 

Para conocer la secuencia completa del fragmento clonado en pBluescrip se 
realizo una serie de secuenciaciones tanto manuales por medio el método de Sanger y 
col., 1977 y como por secuenciación automática por medio del Sistema ABIPRIMS Model 
310, Version 3 ( Fig. 9 Y 10 ). De acuerdo al resultado obtenido a partir de ambas 
secuenciaciones, la secuencia completa en nucleotidos del fragmento de ONA clonado fue 
de 652 pb, esta secuencia se analizó por medio del programa de Blastx para determinar su 
homología con otras proteínas de diversas especies a partir de una base de datos ( Fig. 11 
). La secuencia del ONA corresponde por homología al cONA de la proteína ribosomal LlO 
de Arabidopsis tha/iana con un 59% de identidad ( homología ), la cual es homóloga a un 
supresor tumoral de Wilm' s ( Rivera-Madrid y col., 1993). Además se observó que esta 
proteína esta relacionada con la proteína jif-l de pollo ( Monteclaro y Vogt, 1993 ) la cual 
es una proteína de unión a Jun con un 55% de identidad; con la proteína QM de humano ( 
Oowdy y col., 1991 ) con un 57% de identidad y con la proteína LlO de rata ( Chang y 
col., 1996) con un 57% de identidad. La traducción de la proteína en tres posibles marcos 
de lectura abierto ( ORFs ) a partir de un programa de computadora revelo que la proteína 
presenta un marco de lectura abierto ( ORF ) de 217 aminoácidos ( Fig. 12 ) con un codón 
( taa ) de paro en el aminoácido 211. Asi que el peso molecular calculado de esta proteína 
fue de 23.9 kOa. Así que la proteína EhUO presenta una fuerte homología con otras 
proteínas de diversos especies ( Fig. 13 ), las cuales presentan un alto grado de 
conservación en regiones que están implicadas o que son necesarias para que estas se 
unan a c-Jun y por lo tanto al ONA, y poder ser denominadas como los primeros 
miembros de una clase de proteínas reguladoras de la transcripción altamente 
conservadas ( Farmer y col., 1994 ). 

a 

G A T C 

b 

' ......... 

G A T C 

, ~" < 

. '(,;'; 

Fig. 9. Secuenciación del 
gene EhU O por el 
Método de Sanger. G
guanina, A-adenina, T
tiamina y C-citosina. 
Panel a: Corrida Corta. 
Panel b: corrida larga. 
Flecha del panel a: 
indica el inicio de la 
corrida corta, y la flecha 
del panel b: inicio de la 
corrida larga. 
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Fig. 10. Secuencia completa del gene EhUO. 
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Fig. 11. Marco de Lectura Abierto de la Proteína EhL10 a partir de la traducción en 
el GENBANK. 
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Fig. 12. Homología del gene completo de EhUO con otras proteínas en el GENEBANK. 

~. -.~. 

"".1" ,- .. ~ .. .. ~;;" 
I\,~~ .. .. ~. -.. 
E. histolylica 

, r.'· 

Basic DOll11lin 1 Chnrge Cluster AcidlcDomain 

. . 
-,. p 

, .... ,. ~ . . : , . 
, • \. ,. i '" ., ' •• ¡.:. " .. :,. • , r, 

·,R", " . . ~",;' 

~ ",', i : . 

.~!'~~>A~"'·~:. r.·~ '~rs .'(:~."~:'¡" :~:.,. .; ~, ,,:¡~FP(; ~~.¡[' 

~' .• 'P/Oo~;Y~ .. :K<::~.'·~.51< .J>'~·:P:; ~ :.:"( •• ~ ,~~",=rrl' ,,~v" 

'~.~p,,~:~~ l;:¡'~'fl'l~~~P :'~A"~::: ••. ~;"(:. ~ "l<A-"::.~:? ·M:.'¡~r 

GRRPGRCYR L l'~G~";;.;.'~'~'~K~';":;I'L:~~'~G~'~'~0:J~ DI ~ lo ~ :V~1. 

'.' ., 
;St>- ~;.~~: "-"'." .. 

\.' ;~¡;lo.t'."O-~r ":'.~~'" 

"1 $$[J.MtJ..J.RI SINKNM KYA 

Vudta Gliclna/Al,nino Basle Domaln 11 

r:-: r- r.-: -;--
~ ~ ::: "' .... , f'f"'Vl 

" tl;~"'~ , P1W" : 
~ J>: ¡; . ~ ! ~ .. , prllo,:: 

f" ~ '.' ~ , ~ r H'J 

," " R ',l" " X f .~ Ir 

;.;> " . ; ~ " P.r! • 

"\" : , 
" " ! P S"." 

~ M t , V, " P P ~ v 

~ !j\~ !~t 

" H , 
" " ::. ~I'tsr.":;; ... t,, t;):- .. ~.~,:;",~,p 

1" J:MLiC ... .:;"l.ll< :'Q-:-:""';"'C "". 
::, k .. ~;CA""O' ~~:-:: .. ~aJo'(; ~p 
;" ~I'tI.S("'Ci"O'" :';)1"':;l':~~"'"{¡;¡~" 

" , ., :<l::; ':1< 

:,. ~"'Ls"A<l"'I)~ L;¡:-:¡.".l:: .. ,: KP J 

:', n(~s~· ... :::,,~~ !.;:'~~k=;';" Jf' 
: .. ~)'I:'S~"':;ACl" :':J1"'1"'~ "'Cl K .... _ 
1" MH:'S(',,:; ... t·~ ~::lCG"'~ 1 ... · .. ·;'(01· 

111 KM1.SCJ.GJ.DIl tOTGMIlCAWC; KS 

v ., 
< . , , 
.' 

.., :-; 

" ::;:; 

" !lC 

" . :::~ .., :r;-; 
.v : 'JQ 

" 'GQ 

1 : ,$' l ~ .. " .. :.." ¡ 
y;¡ .... ~ •• ~ .. ~A:.!!,~ 

'" " " 
" --
" 
" 

y'" P"1O.~ , ... ~ ... :..~ .... 
o-X;;} .. ~. ,;;:;F~X ;;~!:: 1~~l!, ... E~ 

• ';~.::':'~' .. ';l"";"~~~~::¡; ... ,".~ .. I'L 

,,~:v: 1 "P .... ~)""!,~ F l~;.:> "(l~ f~1" 
'~;,·::·.S'~ ",,,·r~~'., .. : ~~~:.,.~ .. 
. :.,:lt ..... · .. f":".~;;:"I'"~ \_~~~t .... ~ 

;-"'l,.~ ... p ... I'H .. r:¡ ... ... 
':,H1 ~K~" ~:;Y"V:":J .. · .. .. 

r~ .:~-!':"~':~~ ~;'''''f:':'~'I, 

,;<. ".f; .• ~F¡t~ ... ,,~ 

:===::::--,. 
... : • " ~ •• , f P . -' ~ ... ~ , ~ ~. 

'1 ... ~ ~ .... r • ¡ : 

., I '. . "~"~r"~Fp 
~¡,'J A •• "/Oo~f~~!' 

.. .... ,,~ .... ,. •• r • 
,/o , ; >! " ~ ~ • o- ~ • ¡. , r 

:;. j ')~~~ .. ~y. F' 
Q PI. I SrR1.J.CYKr ... 

F..lti.sUJlyliC(1 ~VI~Hr:WD¡:T YTKEI! yQQl.NKD ~! I CYFf.1.ATrK fL Y.I/N 'VR1ASL 

37 

Fig. 13, Alineamiento multiple de secuencias relacionadas a EhUo, con otras especies, En 
la parte inferior, se muestra la secuencia obtenida para la proteína EhL1 O de E. Histo/ytica. 
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Expresión de la proteína hibrida EhLI0en el vector pProEx HTc. 

Para facilitar la expresión de la proteína EhU O en E.co/i se utilizó el vector de 
expresión pProEx HTc ( Gibco BRL ), tomando en cuenta los sitios de restricción que 
pudieran afectar la clonación del inserto en el vector. Para lo cual el inserto que codifica 
para el gene EhUO, se libero ( Fig. 14 ) de pBluescript SK+ mediante una restricción con 
las enzimas Bam H 1 Y Xho 1 ( Biolabs ), el inserto liberado de 652 pb fue clonado dentro 
del sitio Bam H1/Xho 1 del vector de expresión pProExHTc ( Fig. 15 Y 16 ) el cual nos 
permitió fusionar al extremo carboxi-terminal de la proteína recombinante un tag de 6x
histidinas ( Clontech-Talon ). Esta construcción del vector pProEx HTc con el inserto EhL1 O 
se transformó en la cepa E. co/i DH5a con el fin de poder expresar la proteína dentro de 
la cepa DH5a. La expresión de la proteína recombinante de 23 kDa, se observó en un gel 
de acrilamida en el cual se corrieron electroforéticamente extractos totales de la cepa 
DH5a que es portadora del vector pProEx HTc con el inserto EhUO, y que se sometió a 
condiciones de inducción con y sin Inductor IPTG ( isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside 
), una vez que se observó la expresión de la proteína recombinante se determino si esta 
se expresaba de manera soluble o insoluble mediante una lisis con y sin lisozima ( 
10mg/ml ) ( Fig. B ), la lisis se resuspendió en buffer de sonicado pH 8.0 ( 20mM Tris pH 
8.0, 100mM NaCl ), se centrifugó y se puso a interaccionar con la resina Talón. Para la 
purificación de la proteína recombinante, el tag de 6x-histidinas ubicado en el extremo 
carboxi-terminal de la proteína interactuó con la resina por medio de la afinidad a niquel ( 
Ni 2+ ). La proteína unida a las perlas Talón se visualiza por electoforesis en geles 
desnaturalizante de poliacrilamida. El péptido EhUO de E. histo/ytica de 23.9 kDa se 
purificó a partir del gel de poliacrilamida y se uso como antígeno para producir anticuerpos 
policlonales monoespecíficos en ratones. 

3054 pb 
2036 pb 
1636 pb 
1018 pb 

+-- 3fll de plásmido 
pbluescrip 

3 fll de inserto EhUO 
+-- liberado con BamH1/xho1 

Fig. 14. Restricción del plásmido pBluescrip SK+ con las enzimas BamH1/Xhol. Carril 1, 
MPM; Carril 2, Plásmido pBluescrip no digerido; Carril 3,4,5 y 6; inserto EhL10 a diferentes 
concentraciones, y liberado mediante una digestión. Gel de agarosa al 1%. 
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Figura B. Expresión y Purificación de la Proteína recombinante EhUO. Carril 1. 
MPM., Carril 2 y 3. proteínas totales de la cepa DH5a con el vector pProex-HTc: 
sin inducir e inducida respectivamente., Carril 4 y 5, proteínas totales de la cepa 
DH5a con el vector pProEx-HTc / EhUO: sin inducir e inducida., Carril 6. 
purificación de la proteína recombinante mediante el método soluble., Carril 7. 
purificación de la proteína recombinante mediante el método insoluble., Carril 8. 
Proteína EhUO electro-eluida y concentrada. 
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5 ¡.tI de vector pProEx HTc 
digerido con BamH1jXho1. 

5 ¡.tI de inserto EhL1 O 
H--=.. cortado con 

Bam HI j Xho 1. 

Fig. 15. Clonación del inserto EhL10en el vector de expresión pProEx HTc. Carrillo MPM., 
Carril 2. 2ul de pProEx no digerido., Carril 3. 5ul pProEx digerido (BamHIjXhoI). Carril 4. 
5ul de inserto EhL10 Purificado (BamHIjXhoI). Agarosa al 1%. 

3054 pb--+-
2036 pb ~ 
1636 pb 

1018 pb--+-

506 pb--+-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

.. inserto EhL10 

Fig. 16. PCR Colony con "oIigos específicos para EhL10. Ensayo de PCR sobre colonia 
analizada sobre un gel de Agarosa al 1%. Carril 1. MPM., Carril 2-12. Inserto de 652 pb 
amplificado con los aligas T7 y M13 reverse. 
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Aislamiento de proteínas ribosomales de E.hitolytica. 

Las proteínas ribosomales que se obtuvieron siguiendo el método descrito por 
Warner en 1971, se sometieron a electroforésis unidimensional ( Maizel, 1971 ) Y 
bidimensional ( Mets y Bogorad, 1974 ) en geles de poliacrilamida. El patrón 
electroforético de las proteínas de amiba se observa en la Fig. 17, Y de levadura en la Fig. 
20. Este método de purificación permitió separar las proteínas ribosomales básicas a partir 
del ribosoma por medio de un colchón de sacarosa, por lo que sé purificarón proteínas 
ribosomales tanto de la subunidad grande como de la subunidad pequeña del ribosoma. 
En el patrón electroforético de estas proteínas, se observa que hay proteínas de alto y 
bajo peso molecular; así como proteínas muy básicas y proteínas muy acidas; la mayoría 
de las proteínas están dentro de un rango molecular de 29 kDa y 58 kDa. Durante el 
corrimiento electroforético en la primera dimensión de las proteínas ribosomales estas se 
separaron de acuerdo a su carga (+j-), lo que permitió separar a las proteínas grandes 
que tienen carga positiva neta (proteínas básicas) de las pequeñas que tienen una carga 
negativa neta (proteínas ácidas); por otro lado hay una gran cantidad de proteína que no 
entra al gel de la primera dimensión y se observa durante la segunda dimensión, esto 
podría deberse, a que la purificación de proteínas ribosomales es total a partir del 
ribosoma y no por subunidades, estas tal vez podrían estar asociándose entre si o con 
RNAr. Así que hay proteínas que se queda en el orígen de la primera dimensión y durante 
la electroforésis de la segunda dimensión estas proteínas se quedan en la parte inicial del 
gel. 

+ pH 5.0 • 
. ~,'."",,-'-- . ~,.' - - -... 1'"'1._--~' -. -

200kDa~ 

97kDa~ 

58kDa ~ 

43kDa~ 

29kDa~. 

Fig. 17. Electroforesis bidimensional de proteínas ribosomales de E. histilytica. Mediante el 
Método de Mets y Bogarad, 1974. 
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Por otra parte el corrimiento electroforético tanto de proteínas ribosomales de 
amiba ( Fig. 17 ) como de levadura ( Fig. 20 ) en la segunda dimensión, se separaron de 
acuerdo a su peso molecular en el cual la mayoría de las proteínas básicas están dentro 
del rango molecular de 29 kDa y 68 kDa. Las proteínas ribosomales ácidas, en el 
corrimiento de la segunda dimensión no se observaron muy bien, debido a que por su 
carga neta (-) y por su composición de aminoácidos acídicos es difícil observarlas por 
coomasie, aún así se observaron pocas proteínas ribosomales ácidas en el patrón 
electroforético. Por otro lado se observó gran cantidad de proteína ribosomal de amiba en 
la segunda dimensión, la cual no entró al gel de la primera dimensión. 

Inmunodetección de EhLl0en proteínas ribosomales de E. histolytica. 

Para purificar en homogeneidad la proteína EhUO , se aisló de geles de 
poliacrilamida y se inmunizó en ratones para la producción de anticuerpos anti-EhUO. Una 
vez que se obtuvieron los anticuerpos, se purificaron por columna de sepharosa y se 
utilizaron para detectar la proteína nativa de UO en el patrón electroforético de proteínas 
ribosomales de amiba mediante un ensayo de Western Blot ( Fig. 18 ). La hibridación del 
anticuerpo EhU O sobre proteína total ribosomal de amiba, reveló una banda de 
aproximadamente 24 kDa lo que indica que es una proteína que cae en el peso molecular 
esperado en relación con el peso calculado de la proteína EhUO que es de 23.9 kDa. Esta 
diferencia podría estar dada a que, estas pOdrían ser proteínas homólogas pero son 
d'lferentes en cuanto a su estructura. Cabe mencionar que en el caso de la hibridación del 
anticuerpo anti-QM ( Fig. 19, 21) sobre proteína ribosomal de amiba y levadura, reveló 
una banda de aproximadamente al mismo peso (24 kDa) a la detectada por el anticuerpo 
anti-EhU O . Estas bandas de aproximadamente 24 kDa están cerca del peso esperado que 
es de 23.9 kDa, esto nos hace pensar que estas proteínas podrían ser homólogas en 
estructura, en comparación con la detectada con el anticuerpo anti-EhUO. Así que, estas 
proteínas podrían ser similares en secuencia pero en cuanto a estructura ser diferentes, ya 
que podrían haber perdido algunos aminoácidos que estuvieran implicados en el arreglo 
estructural de la proteína. 
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Fig. 18. Western blot de proteínas ribosomales de E. histo/ytica separadas en geles 
bidimensionales y transferidas a membrana de nitrocelulosa, incubada con el anticuerpo 
a-EhL10 dirigido contra la proteína UO'y revelada con un a-IgG acoplado a Peroxidasa 
como 2° anticuerpo. 

Comparando los diferentes resultados, obtenidos a partir de los ensayos de 
Western blot mediante el uso de los anticuerpos a-EhL10 y a-QM, revelaron que: en el 
caso de la proteína detectada a partir de proteína ribosomal total de amiba con el 
anticuerpo a-EhUO, reconoce una proteína básica de aproximadamente 24 kDa; mientras 
que para la proteína detectada en proteína ribosomal de amiba con el anticuerpo a-QM, 
reveló una banda de aproximadamente 24 kDa, pero corresponde a una proteína muy 
ácida, en comparación a la detectada en proteína ribosomal de levadura con el mismo 
anticuerpo. Esto podría interpretarse de la siguiente manera: que son proteínas diferentes 
las detectadas por el anticuerpo a-EhUO a las detectadas por el anticuerpo a-QM, en 
referencia al tipo de migración mientras una es básica (+) las otras dos son ácidas (-), sin 
embargo las proteínas parecieran tener un peso similar de aproximadamente 24 kDa, pero 
al parecer no son las mismas proteínas. 
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Fig, 19. Western blot de proteínas ribosomales de E. histolytica separadas en geles 
bidimensionales y transferidas a membrana de nitrocelulosa, incubada con el anticuerpo 
a-QM dirigido contra la proteína UO y revelada con un a-IgG acoplado a Peroxidasa como 
2° anticuerpo. PH 5.0 • 
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Fig. 20. Electroforesis bidimensional de proteínas ribosomales de S. cerevisiae. 
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Fig. 21. Western blot de proteínas ribosomales de S. cerevisiae separadas en geles 
bidimensionales y transferidas a membrana de nitrocelulosa, incubada con el anticuerpo 
(J.-QM dirigido contra la proteína QM de levadura y revelada con un (J.-IgG acoplado a 
Peroxidasa como 2° anticuerpo. 

Análisis estructural de la proteína EhLl0. 

El alineamiento de las secuencias peptídicas de los 9 homólogos analizados de QM 
se observan en la Fig. 13, el alto grado de conservación a través de la evolución es 
evidente. La QM de ratón diverge solo en 1% respecto a la de humano, la proteína QM de 
pollo solo el 6% es divergente comparada con la proteína QM de humano y ratón, las dos 
formas de plantas solo divergen una de la otra en 13%, y entre los péptidos de humano y 
levadura divergen en un 33%. Estos altos niveles de conservación estan concentrados en 
los primeros 175 residuos de la proteína, en contraste, la región carboxi-terminal atraviesa 
aproximadamente 40 aminoácidos de los cuales solo cuatro residuos son conservados al 
100%. Aun así, muchos de los cambios entre los aminoácidos 175-200 son conservativos. 
La predicción de la estructura secundaria de la proteína EhL10 suguire que puede 
contener dos (J.-hélices ( residuo 55- 65 Y residuo 140- 165 ) separadas por 65 residuos, 
presenta ocho estructuras ¡3-plegadas a lo largo de su secuencia las cuales pueden formar 
el "core" de la proteína, estas estructuras 13-plegada contienen las (J.-hélices. La primer 
hélice incluyen el dominio acídico, este es precedida por un dominio básico amino-terminal 
que es rico en prolinas. La última hélice contiene el segundo dominio básico y es seguido 
por la secuencia divergente carboxi-terminal; además EhUO contiene varias estructuras 
denominadas Turns ( vuelta ). 
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Por otro lado los análisis del PLOT y el PLOTSTRUCTURE ( Fig. 25 ), revelarón que 
la secuencia de EhUOes idéntica a la proteína LlD de Arabidopsis thaliana ( Fig. 22 ), a la 
proteína UD de Drosophila melanogaster ( Fig.23 ) Y a la proteína QM de humano 
(Fig.24a). Esta proteína además es altamente hidrofilica con una gran cantidad de 
estructura a-hélices, ¡3-plegadas, Turns y dos sitios de glicosilación (Fig.24b) los cuales no 
están reportados en QM de humano. 
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Fig. 22. DotPlot. Alineamiento del gene UD de Arabidopsis tha/iana con el gene 
EhUO de Entamoeba Histo/ytica I que es referida como jif-lo 
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Fig. 23. DotPlot. Alineamiento del gene LlO de Drosophila melanogastercon el 
gene EhU O de Entamoeba Histolytica I que es referida como jit-l. 
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Fig. 24a. DotPlot. Alineamiento del gene UD de la proteína QM de humano con 
el gene de la proteína EhUO de Entamoeba Histo/ytica, que es referida como 
jíf-l. Panel A: una fuerte homología fue encontrada entre ambas proteínas. 
Panel B: Plot structure de la proteína a partir de la secuencia en aminoácidos de 
EhUO, dos sitios de glicosilación son indicados. 
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Fig. 24b. Plot structure. Análisis de estructuras secundarias en la proteína 
EhL10 de Entamoeba Histo/ytica mediante el programa GCG. Plot structure de 
la proteína a partir de la secuencia en aminoácidos de EhUO, dos sitios de 
glicosilación son indicados. 
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Fig. 25. Plot structure. Estructura de la proteína EhL10 de Entamoeba 
Histo/ytica, representación esquemática de las estructuras secundarias 
presentes en la proteína ribosomal LlO de E. Histo/ytica. 
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DISCUSIÓN. 7 
El análisis de homología del gene EhU O a través del Genbank reveló que este 

codifica para una proteína ribosomal UD la cual esta muy relacionada con algunas 
proteínas a partir de diversas especies de eucariotes las cuales incluyen: la proteína QM de 
humano con un 57% de identidad (Dowdy y coL, 1991), la proteína supresora del tumor 
de Wilm 's en Arabidopsis tha/iana con un 59% de identidad (Rivera-Madrid y coL, 1993), 
la proteína de unión a Jun ( jif-l ) en pollo con un 55% de identidad (Monteclaro y Vogt, 
1993), y con la proteína homóloga a QM en rata con un 57% de identidad (Chan y coL, 
1996). Así que el cDNA de EhUO codifica para una proteína de 23,9 kDa, homóloga a la 
proteína QM que pesa 25 kDa y que es una proteína altamente conservada (Farmer y coL, 
1994), lo cual ha sido demostrado por ser esencial en Saccharomyces cerevisiae (Tron y 
coL, 1995). 

Excluyendo los primeros cinco residuos amino-terminal, los cuales no se muestran 
en el alineamiento y el desconocimiento que concierne al residuo 50 en ratón, la secuencia 
peptídica de QM en ratón y humano son idénticas excepto en un residuo ( Ser 202 en 
humano es remplazada por una Asn en ratón ), en el caso de la secuencia de la proteína 
ribosomal UD de rata ( no mostrada) es identica a la proteína QM de humano, excepto 
por el cambio de un solo aminoácido ( Ser 202 en humano es remplazada por una Asn en 
rata ). Así que comparando estructuralmente la proteína EhUO de Entamoeba histo/ytica 
con la proteína QM de humano la cual es altamente básica, se observa que contiene 
cuatro regiones muy conservadas; dos dominios básicos, un dominio acídico y una región 
de residuos básicos y acídicos ( Fig. 13 ). El primer dominio básico comprende los 
primeros 32 aminoácidos N-terminal de los cuales 10 son básicos, en Entamoeba 
histo/ytica presenta 11 aminoácidos básicos; esta región es rica en prolinas ( 13% ), 
después de este dominio se encuantra una región de aminoácidos cargados que contiene 
un bloque de 3 a 4 residuos básicos rodeado de 3 residuos acídicos, se sugiere que en 
esta región hay una a-hélice ( Phe 34 a Phe 45 ). En Entamoeba histo/ytica este bloque de 
3 a 4 aminoácidos es remplazado por un solo residuo acídico, El segundo dominio básico 
comprende los residuos 150-175 y contiene 9 residuos básicos que son conservados en 
todos los homólogos de QM excepto en levadura ( Arg 162 a Gln y Lys 174 a Asn ), y en 
amiba que tiene solo 7 residuos básicos ( en QM de humano el residuo ácido glutámico 
(Glu) 150 es sustituido (cambiado) en amiba por Lys; Arg 154 por Leu; Lys 169 por Asn ). 
El primer segmento de este dominio ( Glu 150 a Phe 159 ) cae dentro de una a-hélice 
amfipática que lo precede, A la mitad de este dominio conservado puede formar un loop 
con los residuos alrededor de Gly 161 Y Gly 172 formando un ~-turns, los residuos 180-
187 forman una a-hélice, El dominio acídico conservado Glu 56 a Arg 70 contiene 4 
residuos acídicos, semejante al segundo dominio básico, esta región cae dentro de una a
hélice amfipática que lo precede. La región entre el final del dominio acídico y el inicio del 
segundo dominio básico contiene un gran estrecho de residuos conservados en toda la 
proteína, todos los residuos entre Gly 81 Y Gly 124, excepto 4, son conservados en seis de 
los homólogos. Solo tres cambios ( Phe 94 por Ser en Arabidopsis tha/iana , Leu o Val 90 
por Lys y Ile o Leu 97 por Thr en e e/egans); y cinco cambios en Entamoeba histo/ytica ( 
I1e 87 por Val, Leu 91 por Ile, Phe 119 por Trp, Pro 122 por Ser y Glu 123 por Tyr ), el 
grado de conservación de estos residuos sugiere que este segmento puede formar el 
centro de la proteína ( f3-plegada ). La prolina conservada en la posición 93 que esta 
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flanqueada por histidinas conservadas, puede formar un ¡Hurn. El dominio rico en Glicina 
( Ser 104 a Gly 124 ) contiene cinco Glicinas y tres Alaninas; el dominio rico en Glicina 
seguido del p-plegada es marca común para proteínas de unión a nucleotidos. Con la 
excepción del dominio C-terminal, los residuos 125-149 comprende la última región 
conservada de la proteína. Solo la mitad de los residuos son conservados en todos los 
homólogos. Sin embargo, los residuos 127-140 estan predeterminados para formar una 13-
plegada, mientras que la periocidad de los residuos polares y cargados entre 141 y 149, 
sugiere una a-hélice que podria extenderse dentro de la hélice del segundo dominio 
básico. 

Mediante el uso de un programa de computación denominado GCG se analizó la 
homología de la proteína LlO de Entamoeba histo/ytica (referida como jilj con otras 
proteínas por medio de un PLOT; dejando en claro que la proteina LlD de Arabidosis 
tha/iana ( Fig. 22 ), la proteína LlD de Drosophi/a me/anogaster ( Fig. 23 ) Y la proteína 
QM de humano ( Fig. 24a ) son idénticas a la proteína LlO de Entamoeba histo/itica ( 
EhL10). Por otro lado el uso del PLOTSTRUCTURE, reveló que EhL10 es una proteína 
altamente hidrofílica, con a-helices y fl-plegadas, además de dos sitios de glicosilación ( 
Fig. 24b ). Generalmente una proteína hidrofílica es representada por proteínas nucleares. 
Las interacciones entre proteínas son mediadas por estructuras a-helices, además la 
estabilidad de estas interacciones esta dada por estructuras p-plegadas. Este programa 
nos permitió definir la estructura secundaria de la proteína EhL1 O ( Estructuras a-helices, 
p-plegada, estructuras Turns, indice de antigenicidad e hidrofilicidad ( Fig. 25 ). Datos que 
demuestran que la proteína QM de humano es capaz de unirse al transactivador nuclear c
jun (Inada y Col., 1997), y su capacidad de reprimir su habilidad para transactivar 
promotores que contienen secuencias de unión AP-1, nos indica que esta proteína QM 
presenta dominios conservados los cuales estan involucrados en la actividad de unión a 
DNA. La alta conservación de QM revela factores estructurales interesantes, notablemente 
la conservación de los dominios básicos y acídicos. El dominio básico se ha asociado con la 
actividad de unión al DNA, el dominio acídico, a helices amfipáticas con activación 
transcripcional. Mientras que deja en claro que QM puede des-regular la actividad de c
jun. Ambos dominios básicos tiene toda la marca de motivos de unión a DNA (Farmer y 
col., 1994). En comparación con varios homólogos a QM han revelado su conservación por 
ser concentrada en los dominios acídicos y básicos. Estos resultados indican que QM 
puede unirse hacia c-jun y hacia el DNA sugiriendo la posibilidad existente de que QM es 
el primer miembro de una novedosa clase de proteínas concervadas y que regulan la 
transcripción, al igual que la proteína EhL1 O de E. Histo/ytica, la cual presenta los mismos 
dominios de unión al DNA de QM y estan altamente conservados lo que nos hace pensar 
que la proteína EhL10 podría tener una función similar al de la proteína QM de humano. 

A diferencia de la proteína QM de humano, la proteína ribosomal LlO de 
Entamoeba histo/ytica (EhL1 O ) presenta dos sitios de glicosilación en su estructura 
secundaria ( Asn 38- Ser 40 y Asn 59 - Ser 61 ). Todas aquellas proteínas que pasan a 
través del reticulo endoplásmico y el aparato de golgi son glicosiladas. Estas glicoproteínas 
son generadas por la adición de un grupo oligosacarido hacia el grupo amino de la 
aspargina ( Asn ) o hacia el grupo OH de la serina o treonina. La glicosilación ligada al 
amino es iniciada en el reticulo endoplásmico y completada en el aparato de golgi. El 
grupo aceptor es un residuo de aspargina que esta localizada en la secuencia Asn-X-Ser o 
Asn-X-Thr ( donde X es culquier aminoácido excepto Prolina ), la glicosilación es 
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importante no solo por su consecuencia estructural si no porque ocurre como parte de un 
complejo aparato para el transporte de proteínas a través de la célula ( Lewin, 1997 ). 
Estos sitios de glicosilación no esta n reportados en la proteína QM de humano, en la 
proteína jif-1 de pollo ni en la proteína UO de rata y los cuales esta n presentes en la 
proteína ribosomal UO de Entamoeba histo/ytica, lo que nos indica que esta proteína es 
glicosilada con el fin de ser transportada. 

De acuerdo a estas caracteristicas estructurales de la proteína QM, al igual que jif-l 
y otras proteínas homólogas se demuestra que no presentan zipper de leucina pero 
reconocen la región del zipper de leucina de e-jun para unirse al DNA por lo cual la 
comparación de varios homólogos a QM confirman que esta conservación de los dominios 
básicos y acídicos son necesarios para que QM pueda unirse a e-jun y al DNA, dejando en 
claro la posibilidad de que QM al igual que jif son los primeros miembros de una clase de 
proteínas reguladoras de la transcripción altamente conservadas. Esta proteína presenta 
mucha simililitud con otras proteínas relacionadas, sin embargo, muchas de las diferencias 
entre los residuos 176-200 son conservativas ( Farmer y coL, 1994 ). De acuerdo con esto 
podemos pensar que la proteína QM es capaz de compartir motivos funcionales, motivos 
de interacción (unión) y de regulación con las proteínas homólogas de diversas especies 
como por ejemplo la proteína EhUO de Entamoeba histo/ytiea ( Fig.25 ). 

Las interacciones entre proteínas son generalmente mediadas por motivos de unión 
a DNA tales como: zippers de Leucina (Vogt y Bos, 1990) e inclisive a-hélices; la proteína 
jif-l se une a la región del zipper de leucina de e-Jun e inhibe la unión al DNA así como la 
transactivación de la transcripción (Monteclaro y Vogt, 1993). La proteína jif-l no tiene 
zipper de leucina. Esta proteína esta muy relacionada con la proteína QM de humano y por 
lo tanto con la proteína UD de rata, no es difícil imaginar la habilidad de la proteína 
ribosomal UO de pollo ( jif-l ) para unirse a c-Jun y suprimir la expresión de genes a 
causa de la actividad supresora que presenta la proteína QM de humano (tambien referida 
como proteína ribosomal UO). La supresión de la transformación y la transactivación por 
UO son ejemplos de funciones extra-ribosomales de proteínas ribosomales (Wool, 1993; 
Wool, 1995, 1996). Dichas interacciones podrían estar mediadas por motivos de unión al 
DNA ya mencionados, los cuales son sustituidos por los dominios básicos y acídicos de la 
proteína QM de humano y de las proteínas homólogas Uif-l, UO de rata y de amiba). 

La función que se la atribuye a QM ( Jif-l ) es la inhibición de la transcripción 
activada por e-Jun. Mientras que ensayos de interacción entre QM y jif-l demuestran que 
realmente hay una interacción entre ambas (Monteclaro y Vogt, 1993). Para lo cual en el 
caso de EhUO su posible interacción esta en vias de ser comprobada, de ser así, 
estariamos hablando de una proteína que esta implicada en la regulación de e-Jun en 
amiba y por lo tanto en el control de muchos mecanismos de virulencia de Entamoeba 
histo/ytiea. 

Por otro lado las proteínas reconocidas por Western Blot mediante el uso de los 
anticuerpos a-EhUO y a-QM, revelaron que: en el caso de la proteína detectada sobre 
proteína ribosomal total de amiba mediante el anticuerpo a-EhUO, fue una proteína 
básica de aproximadamente 24 kDa; para la proteína detectada sobre proteína ribosomal 
de amiba con el anticuerpo a-QM, revelo una banda de aproximadamente 24 kDa, pero es 
una proteína muy ácida, en comparación a la detectada en proteína ribosomal de levadura 
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con el mismo anticuerpo. Esto podría interpretarse de la siguiente manera: que son 
proteínas diferentes las detectadas por el anticuerpo a-EhL10 a las detectadas por el 
anticuerpo a-QM, en referencia al tipo de migración mientras que una es básica (+), las 
otras dos son ácidas (-), sin embargo las proteínas parecieran tener un peso similar de 
aproximadamente 24 kDa, pero al parecer no son las mismas proteínas. 
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8 CONCLUSIONES. 

1.- El gene aislado de EhUO a partir de la librería de cDNA de Entamoeba 
histo/ytiea, codifica para una proteína de 23.9 kDa, la cual presenta una alta homología 
con la proteína QM de humano, la proteína jif-l de pollo y a la proteína ribosomal LlD de 
rata. 

2.- El gene se secuenció y se analizó en una base de datos GenBank y 
estructuralmante EhUO presenta los mismos dominios de unión a DNA que se presentan 
en las proteínas QM, jif-l Y la proteína ribosomal LlD. Estos dominios están implicados en 
la interacción con el factor de transcripción e-Jun, producto del proto-oncogene e-Jun. 

3.- Se obtuvieron anticuerpos a-EhL10contra la proteína recombinante EhUO. 

4.- Se localizó la proteína EhL10 en proteínas ribosomales de Entamoeba 
histolytiea y la proteína QM en E. histo/ytiea y S. eerevisiae. 

5.- Al parecer las proteínas detectadas con los anticuerpos a-EhUO y a-QM, no 
son las mismas, ya que en el caso a-EhUO detectó una proteína básica, mientras que el 
anticuerpo a-QM detectó una proteína acídica. 

6.- Análisis estructurales mediante el PLOT y el PLOTSTRUcrURE reveló que la 
proteína QM de humano al igual que la proteína LlD de rata y la proteína jif-1 de pollo son 
idénticas a la proteína LlD de Entamoeba histolytica (EhUO), además la proteína EhL10 
presenta dos sitios de glicosilación, los cuales no están presentes en QM de humano, de 
pollo, de ratón y de rata; excepto en dos proteínas, pero con un solo sitio de Glicosilación 
y son la proteína LlD de Arabidosis tha/iana y la de trigo ( posición Asn 59 - Ser 61 ). 

7.- Al parecer En este trabajo sé encontraron dos proteínas totalmamte diferentes; 
por un lado la proteína LlD de Entamoeba histo/ytiea y por el otro la proteína homóloga a 
QM en E. histo/ytiea; además de identificar la proteína QM de S. cerevisiae. 
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Introduction 

There is evidence that a numher of ribosomal proteins huye 
a scconu funclion in addition lo fOfming pi.lrl of ribosomcs 
and synthesis. Qm is one oí' the ribesamnl proteins with ex
traribosomal functions (1). This moleculc was isolatcd orig
inally as a putative Wilms' tumor suppressor (2). Subtrac
tive cDNNRNA hybridizmion between a tumorigenic parent 
and nontumorigenic hybrid with a der(l 1) chromosome led 
to the identification of a single cDNA that encodes a protein 
that is the Wilms' tumor suppressor, and that was desig
nated QM. QM is nearIy identical lO rat LIO and Jif-1. Jif- I 
binds specifically to the lcucine zipper region of Jun (3), 
and inhibits the binding of c-jun to DNA and transactivation 
of transcription, which contains an Ap·l consensus site, 
QM/Jif-l can regulate negatively AP-l function-aclivated 
transcription by cjos and c-myc both in virro and in vivo. 
Because API activates the transcription of c-myc and c-jÓs, 
it might have an important role in the control of ceIl prolif
eration. On the other hand, Entamaeba histolytica presents 
several phenotypical characteristics similar to a turnorigenic 
cel!. Two of the most important are invasiveness and me
tastasis, In lhe prescnt work, we show the cloning and se
quencing of cONA coding for ribosomal protein EhLIO 
fram E. /¡¡,\'Io/y/iea. Addi¡ional sludics of EhLIO gcnc' will 
help identify the function 01' lhis protein in this parasite. 

Materials and Methods 

Cloning aj/he EhL10 gene. Degenerate oligonucleotide prim
ers corresponding to conserved regions of the functional do
rnain of the Arabidopsis thaliana Qrn gene were used to ob-

Address reprin! requeSls lO: Miguel Angel Vargas-Mejía, Departamento 
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tain an E. histolytica probe by PCR. PCR was pcrformcd 
using 100 ng of E. /¡isto/ytiea, 1.5 mM of each primer, 2.5 U 
of Taq ONA polymerasc (Amersham, Clcveland, OH, 
USA), 200 Il-M of each dNTP in a tOlal volume 01" 100 Il-L 
of buffer solution provided by the manufacturer (USB; 50 
mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8.4, 1.5mM MgCI,). The 
conditions for PCR included 35 cycles of denaturation at 
94°C for 1 min, primer annealing at 39°C for 1 rnin, and ex
tension by Taq polymerase at 72'C for I min. This PCR
amplified fragment was radioactively labeled with [et
"PldATP using random primer ONA labcIing kit (Amer
sham), and used as probe to ¡solate the complete EhL 1 O 
gene by screening a cDNA library constructed in "ZAP 1 L 
Positive plaques were purified by two rounds of plating and 
hybridization. The pBluescript phagemid was recovered by 
excision of doble-stranded plasmid clones isolated accord
ing lO protocols described by the manufacturer and se
quenced. by TI Sequenase V2.0 Sequencing Kit (Amer
sham). The sequencing data was anaiyzed using the 
Genetics Computer Group GCG program (Wiconsin). 

Rcsults and Discussion 

Sreening 01" an E. histo/ytiea cONA library aIlowed the iso
lation of the complete EhLI O cDNA. It contains a 642-bp 
open reading frame encoding a predicted 25.8-kOa protein. 
The EhLIO protein showed 73% identity with the QM gene 
from Arabidopsis t/¡aliana (Figure lA). Analysis of EhLIO 
scqucnce rcvcaled thut it conlains all lhe structurul clcmcllts 
identified in Qm and Jif-I proteins. EhLIO has two highly 
conserved basic and acidic dornains. The basic domains 
have been associated with ONA binding activity, and the 
acidic ones with transcriptional activation. From the se
quence alignments, it is cJear that there has been consider
able conservation of the QM peptide sequence throughout 
evolution. The plotstructure (Figure lB) ofthe EhLIO struc
ture prediction shows that EhLIO protein has a-helices and 
~-sheet regions, while the hydrophobicity pattern of this do-
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Figure 1. DOI-plot analysis of E. hislolytica EhLlO gene. The comparison between EhLlO and QM from A. rha/ialla is shown, The dot-plol function was 
determined by using the GCG pragum. The window size was 30 residues. and Ihe minimum score was 16. A strong homology wn.s faund (A). A plol structure 
of the protein-derived amina acid sequence of EhLIO. tWQ glycosylalion sites. are indicated (B). 

main is very similar to QM protein. The study of the rúle of 
EhLl O in E. histolytica is in progress. 
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