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Resumen

Los ácidos péptido nucleicos (PNA) son análogos sintéticos de oligonucleótidos de

ADN y ARN,, Poseen un esqueleto pseudopéptidico formado poi monómeíos de N-(2-

aminoetil)glicina al cual se unen las nucleobases, que hace que los PNAs sean aquirales^, sin

carga y levemente hidrofobicos Se ha demostiado la capacidad de inhibición de los PNAs

tanto sobre la transcripción como sobre la traducción, mediado ya sea por un desplazamiento

e invasión del dúplex de ADN, como por un impedimento estérico sobie el

ensamblaje/desplazamiento de los ribosomas En el presente trabajo se logró la inhibición de

la expresión de genes de la vía secretoria de Entamoeba histolyíica mediante PNAs Los

genes blanco fueron ERD2, Secól y Rab8, cuyos homólogos en otros eucariotas son

esenciales para el funcionamiento de la vía secretoria, La inhibición se evaluó mediante

westem blots cuantitativos, y se analizaron fenotipos como proliferación, distribución

membranal de marcadores y citotoxicidad Este constituye el primer estudio de genética

inversa realizado sobre la vía secretoria de E hisíolyüca



Introducción

1-Entamoeba hhtolytica

1.. I-Amibiasis

E hhtolytica es un protozoario parásito que vive en el lumen del intestino grueso

humano Es el causante de la amibiasis, enfermedad cuyas manifestaciones clínicas

abarcan desde la disentería y la diarrea (cuando el parásito invade la mucosa intestinal),

hasta abcesos hepáticos potencialmente fatales (Sepülveda y Martinez-Palomo, 1984;

Romero, 1993) Solo el 10% de los casos son sintomáticos La distribución del parásito

es mundial, pero su prevalencia es mayor en climas templados y en aquellos países del

tercer mundo donde las condiciones sanitarias son inadecuadas (Martinez-Palomo y

Espinoza-Castellano, 1988) Anualmente se producen medio millón de infecciones en el

mundo y más de 40,000 casos de muertes debidas a la amibiasis, lo cual la ubica como la

tercera causa de muerte por parasitosis, precedida por la malaria y la esquistosomiasis

(Walsh, 1986) Actualmente se cree que 50 millones de personas están infectadas, un

millón de las cuales se encuentra en México, donde se reportan 1000 muertes anuales

debidas a amibiasis (Caballero-Salcedo et al, 1994),

1,2-Ciclode vida de £ hhtolytica

El ciclo de vida de E hhtolytica no ha sido estudiado en húmanos, pero se puede inferir

por estudios realizados en monos (Dobell, 1928), Morfológicamente se pueden distinguir

dos estados: el quiste (forma infectiva) y el trofbzoíto (forma invasiva), aunque se

proponen dos formas más: el metaquiste (estadio intermedio entre quiste y trofbzoíto) y

el prequiste (intermedio entre trofozoíto y quiste) (Fig 1), El quiste es de forma esférica,

mide entre 8 y 20 |im, y puede poseer en su interior de 1 a 4 núcleos (forma madura), El

quiste maduro es ingerido, pasa por el estómago y desenquista en el intestino delgado

dando lugar a un trofbzoíto tetranucleado, El quiste es resistente a los jugos gástricos y a

los agentes físicos (lo que le permite permanecer meses infectivo) debido a la gruesa (150

nm) capa de quitina que lo envuelve (Martinez-Palomo, 1993) En el intestino la amiba



realiza un ciclo de leplicación nuclear y ties de división celular, dando oiigen a ocho

trofbzoítos binucleados, El trofozoíto es la forma dinámica y metabólicamente activa,

puede medir entre 10 y 40 Jim, y según observaciones realizadas en el laboratorio puede

contener de 1 a 8 núcleos, Estos llegan al colon donde se establecen, y ocasionalmente

invaden la mucosa intestinal provocando lesiones ulcerativas, alcanzando el torrente

sanguíneo desde donde pueden acceder a otros órganos susceptibles de invasión (hígado,

pulmón, cerebro), Mientras permanece en el colon, el trofozoíto puede seguir

dividiéndose por fisión binaria o, estimulado por factores desconocidos, enquistar,,

Durante el proceso de enquistamiento el prequiste sufre dos divisiones nucleares sin

división celular,, produciendo una célula tetranucleada y con pared quitinosa que es

excretada con las heces,

Multiplicación y
fisión binaria

HOMBRE
Trofbzoitos

A Metaquisie
T (Descnquistamiento) T- • • .
i ( ^ ' Enquistamicnto

Quistt maduro 1
Quistes en heces

Fig 1: Esquematización del ciclo de vida de E hhtolytica

1 3-Genoma

El genoma de E hHtolytica contiene, según diferentes cálculos, de 2 2 a 3.7x10 Kb

(Bhattacharya et al,, 2000) y está organizado en 31-35 cromosomas de entre 0 3 y 3,3 Mb

(Willhoeft et ai, 2000), aunque estos cálculos aun mantienen cierta duda debido a que la

ploidía es incierta, La cromatina se organiza en partículas similares a nucleosomas



(Tones-Guenero, 1991), El contenido global de G+C es de 22%, mientras que en

secuencias codificantes es de 33%, con una preferencia de A+T en la tercera posición del

codón del 82% (Tannich et al, 1992) Las regiones inteigénicas y las regiones 5' y 3' no

traducidas de los ARNm son relativamente cortas (Petter et al, 1992, Bmchhaus et al,

1993), La mayoría de los genes carecen de intiones y, en los que tienen, éstos son de

menos de 100 pb (Bhattachaiya et al, 2000), Se ha observado una expresión génica que

se asemeja a la transcripción monocistrónica de eucariotes recientes, así como elementos

reguladores como las cajas TATA y un spliceosoma funcional (Miranda et al, 1996), En

cada célula existen aproximadamente 200 copias de ADN extracromosomal circular de

24.5 Kb, que se replica autónomamente y que codifica para los ARN ribosomales

(Bhattacharya et al, 1989, Hubber et al ,1989)

Fig 2: Trofbzoitos de Entamoeba hhtolytica. A la izquierda un campo de trofbzoítos en cultivo

vistos por contraste de fases. Nótese la heterogeneidad en cuanto a tamaño, forma y cantidad de núcleos.. A

la derecha se observa una imagen por microscopía electrónica, donde se aprecia la gran cantidad de

vesículas citoplasmáticas.

1,4-Organización bioquímica y celular

Entamoeba hhtolytica es un eucariota unicelular estructuralmente simple, Su citoplasma

contiene núcleos y numerosas vesículas, sin ningún otro orgánelo morfológicamente

reconocible (Fig 2), El tiofózoíto es una célula dinámica, que realiza continuos

movimientos citoplasmáticos y de membrana, con formación de seudópodos, uroide y

L
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fílopodia También es endocíticamente activo, existiendo evidencia de fagocitosis y

pinocitosis Su reproducción es asexual, por fisión binaria, No se han observado

ribosomas libres o unidos a membrana, sino en arreglos helicoidales asociados a

vesículas (Martinez-Palomo, 1993),, Metabólicamente, E histolytica es un

microaerofílico/anaerobio que obtiene energía a partir de glucosa, y en menor medida de

galactosa, Carece de citociomo, ciclo del ácido tricarboxílico, vía biosintética del

glutatión y regulación alostérica de la glucólisis La glucosa se almacena en forma de

glucógeno, y algunas enzimas glucolíticas pueden usar pirofósfato como fuente de

energía (Saavedra-Lira et al, 1996)

1 5- Entamoeba histolytica como eucaiiota singular

E histolytica es un organismo eucariota poco convencional Su citoplasma carece de la

mayoría de las estructuras que se encuentran en eucariotas típicos: citoesqueleto

estructurado, mitocondría, peroxísomas y sistemas membranosos como el RE y AG

(aunque existen pequeñas estructuras que podrían corresponder a AG (Chávez-Munguía

et al, 2000) Esto unido a estudios ultraestructurales que no detectaron ribosomas

asociados a membranas, hace que Entamoeba histolytica carezca aparentemente de las

estructuras típicas de síntesis, tráfico y exportación de proteínas de las células eucariotas

convencionales,, Estas ausencias,, junto con las particularidades metabólicas citadas

anteriormente, hacen que la amiba sea considerada como una divergencia temprana de la

rama de los eucariotas, previa al evento de adquisición de la mitocondria Sin embargo,

árboles filogenéticos realizados en base a secuencias de ARN ribosomal sitúan a £.

histolytica en una ramificación más reciente (Cavalier-Smith, 1993),, También han sido

identificadas proteínas amibianas homologas a proteínas que en otras células eucariotas

se encuentran en la mitocondria, lo que ha llevado a formular la hipótesis de la pérdida

secundaria de la mitocondria como producto de la adaptación al parasitismo entérico y la

anaerobiosis (Clark, 1995)

1,6-Mecanismos de patogenicidad

El trofozoito de E histolytica puede vivir como comensal en el colon humano

produciendo una infección asintomática, que por factores aún poco conocidos pueden



desencadenar la infección patogénica y el proceso de invasión del epitelio, causando

úlceras, disentería y eventualmente amibiasis extraintestinal (Gilchrist, 1999) En la

invasión del trofozoíto a la mucosa se pueden distinguir varias etapas: adhesión a la

mucosa intestinal, muerte celular por contacto, disrupción de la pared intestinal y

transporte a través del torrente sanguíneo (Das et al, 1999) Varias proteínas amibianas

están implicadas en la patogénesis (denominadas factores de virulencia), incluyendo

proteínas foimadoras de poro, de adherencia a la superficie celular y proteínas con

actividad enzimática (Gilchrist y Petri, 1999) A continuación se detallan algunos factores

de virulencia identificados en E hhtolytica,

Factores de adherencia: la adhesión del trofozoíto a la célula blanco es necesaria para que

comience el proceso lítico Esta depende principalmente de la lectina Gal/NAc, que es

una glicoproteína de superficie con afinidad por la galactosa y la N-acetilgalactosamina

(Chadee, 1987), La lectina Gal/NAc consiste en una cadena pesada de 170 kDa unida

mediante puentes disulfüio con una cadena ligera de 35 kDa (Petri et al 1989) Otras

moléculas involucradas en adherencia son la adhesina EhADHl 12 (García-Rivera, 1999),

la lectina de 220 kDa (Rosales-Encina et al, 1989) y el fósfblipoglicano de superficie

(Stanley et al, 1992)

Péptidos formadores de poro: El amibaporo es una proteína formadora de poro que se

secreta e inserta inespecíficameníe en membranas celulares formando canales iónicos al

oligomerizar Es el principal candidato a responsable del efecto citolitico (Leippe et al,

1991 y 1995) La inhibición de su expresión en 60% lleva a una caída casi total de la

cítotoxicidad del trofozoíto (Bracha et al, 1999)

Enzimas: Se han identificado varias enzimas involucradas en eventos uticos como la

colagenasa (Muñoz et al, 1984), fósfólipasa A (Ravdin et al,,, 1985) y proteasas de

cisteínas (CP), Estas son un grupo de proteínas que degradan la matriz extracelular y

median la destrucción de tejidos (Perez-Monfbrt et al, 1987) CP5 es la más abundante

de las proteasas de cisteínas (Jacobs et ¿?/.,1998) Se encuentra asociada a membrana y

constituye el 40% de las CP de amiba, siendo la única de las CP ausente en la amiba no

patogénica £ dispar (Bruchhaus et al,\996),,



1 7-Estudios con ARN antisentido en E histolytica

Regular o eliminar la expresión de productos génicos ha sido fundamental paia

comprender el papel funcional que juegan en la célula En E histolytica no es posible

aplicar muchas de las técnicas genéticas estándar, ya que no posee un ciclo sexual

conocido y su genoma es de ploidía compleja Aún no se han desarrollado métodos de

recombinación homologa para amibas, por lo que las únicas formas de estudiar funciones

génicas son la expresión de genes mutantes y la inactivación de genes por ARN

antisentido (Petri et al, 1999) La transfécción estable de amibas con plásmidos

codificantes para ARN antisentido ha sido usada como una herramienta eficiente para la

inhibición de la expresión de genes de interés, El desarrollo de técnicas de transfécción

estable, y la posibilidad de controlar la transcripción por medio del promotor del gen de

la proteína ribosomal RP-L21, hicieron posible el uso de esta técnica en amibas (Alón et

al, 1997) Los ensayos realizados hasta ahora en E histolytica han sido dirigidos a

factores de virulencia Con la proteasa de cisteína 5 (CP5) se logró una caída de la

actividad asociada del 90% (Ankri et al, 1998); en el caso del amibaporo y de la lectina

Gal/NAc la inhibición de la expresión fue del 60% (Bracha et al, 1999) (Ankri et al s

1999), Debido al éxito parcial de esta técnica, se ha intentado encontrar otras

aproximaciones al problema de la inhibición de la expresión génica en E histolytica

Entre las aproximaciones que aun no se han intentado se encuentra la interferencia por

ARN doble cadena (RNAi), que ha obtenido buenos resultados en otros eucariotes, En el

presente trabajo se procuró inhibir la expresión génica utilizando análogos de ADN,



2-Secreción: Generalidades

En procariotas y eucaíiotas existe la necesidad de situai las proteínas sintetizadas en el

sitio indicado para que ejerzan su función Para esto la célula ha desarrollado procesos

especializados encargados de mantener la localización subcelular adecuada de cada

proteína En procariotas, específicamente en E coli, las proteínas se sintetizan en el

citosol y pueden permanecer en él o, mediante señales peptídicas adecuadas, ser

insertadas o trastocadas a través de la membiana plasmática (Rothblatt et al,, 1994), En el

caso de los eucariotas, la mayor complejidad es contrarrestada por la

compartimentalización En las células eucariotas,, una membrana con permeabilidad

selectiva organiza y separa las reacciones bioquímicas de un organelo, generando

compartimientos morfológicamente distintos y funcionalmente especializados Las

membranas de los organelos, además de contener transportadores responsables de la

importación y exportación de metabolitos, poseen los mecanismos para importar e

incorporar las proteínas que hacen único a cada compartimiento (Mellman y Warren,

2000) Para el mantenimiento de las funciones y estructuras celulares, las proteínas y

lípidos deben ser transportados a su destino final poi medio del sistema

endomembrañoso Dos modelos existen actualmente pata explicar este transporte, el de

transporte vesicular y el de maduración de cisternas El modelo de transporte vesicular

propone que el transporte de material entre compartimientos es mediante vesículas,

direccionado desde el compartimiento de partida hacia el receptor (Palade, 1975) (Fig 3),

Esta direccionalidad viene dada por la diferente composición bioquímica de las

membranas de dichos compartimientos y poi una serie de proteínas "etiqueta" presentes

en la membrana vesicular, Estas incluyen las proteínas SNARE y Rab (GTPasas de bajo

peso molecular)(Soogard et al, 1994) El modelo de maduración de cisternas propone

que las proteínas son transportadas en el lumen del compartimiento y es éste el que

madura secuencialmente, hasta alcanzar su destino final (Miionov et al, 1997),, En la

sección siguiente se revisará la vía secretoria según el modelo de transporte vesicular, el

más aceptado hasta el momento
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Pig, 3: Esquematización de una vía secieíor ¡a eucatiota típica Se encuentran señaladas las ubicaciones de

las proteínas mencionadas en esta tesis

2,1-La vía secietoiia en eucaiiotas

Al ensamblarse el ribosoma sobie el ARNm en el citoplasma y comenzar la tiaducción, el

péptido naciente puede seguii dos diferentes caminos, O bien continúa sintetizándose en

el citosol, o bien ese péptido posee ciertas características (hidrofbbicidad, estmetura

terciaria, caiga, etc..) que lo hacen un blanco reconocible por la partícula de

reconocimiento de la señal (SRP) La SRP es un complejo ribonucleoproteico que al

reconocer el péptido emergente del ribosoma, detiene la traducción y transporta el

complejo ribosoma-polipéptido-ARN hacia la membrana del RE. En esta membrana se

encuentra el receptor para la SRP, que al interaccionar con su blanco disocia a la SRP del

complejo y posiciona el péptido naciente sobre el canal de traslocación, para que se

reinicie la traducción, El canal de traslocación es un complejo de proteínas

transmembranales que provee un ambiente acuoso para que el péptido atraviese la

membrana La maquinaria de traslocación está compuesta por varias proteínas, entre las

cuales se destacan el receptor de SRP, las proteínas TRAM, y las componentes del

complejo Secól: Secóla, p y y, Las proteínas de membrana son insertadas en ésta por la



misma maquinaria de traslocación por un mecanismo poco conocido (Johnson y van

Waes, 1999) Si la pioteína es soluble, mientras es tiaslocada al lumen del RE es

modificada por varias proteínas residentes, Una peptidasa elimina el péptido señal,

chaperonas favorecen el plegamiento conecto, se forman puentes disulfuro con la

asistencia de disulfuro isomerasas y el complejo oligosacaril transférasa glicosila los

residuos adecuados Si la proteína no posee señales de residencia en el RE, continúa su

camino hacia el complejo de Golgi en vesículas cubiertas por el complejo COPÍI

(Mellman y Warren, 2000), Al fusionarse las vesículas provenientes del RE con la

membrana del czs-GoIgi y liberar su contenido en el lumen de éste, las modificaciones a

las proteínas continúan En su paso por el complejo de Golgi, las proteínas pueden sufrir

O-glicosilación y reaneglo de azucares, sulfatación, fosforilación y degradación Las

proteínas residentes del lumen del RE, que poseen el tetrapéptido señal KDEL, al llegar al

czs-Golgi son reconocidas por el receptor ERD2, seleccionadas, concentradas y

empaquetadas en vesículas cubiertas por el complejo COPI,, Estas vesículas son

conducidas por transporte retrógrado de regreso al RE (Pelham, 1996) Las proteínas

secretorias y de membrana destinadas a salir del Golgi son seleccionadas y concentradas

en las cisternas del trans-Golgi Allí son empaquetadas en vesículas cubiertas de clatrina

y transportadas a la vía endosomal o a la membrana plasmática El direccionamiento

correcto de estas vesículas a su destino final, está asociado a la presencia de proteínas

SNARE en la superficie de la vesícula (v-SNARE) y en la membrana del orgánelo blanco

(t-SNARE) Estas proteínas son receptores de factores solubles citosólicos necesarios

para el anclado y fusión de la vesícula en la membrana blanco, de los cuales el más

caracterizado es la familia de proteínas Rab

2,2-Vía Secretoria de£ histolytica

A lo largo de la segunda mitad del siglo pasado se completó un exhaustivo estudio

ultraestructural de E hntolytica, que no arrojó evidencia de que existan en el trofbzoíto

citoesqueleto estructurado, RE o complejo de Golgi, El citoplasma está abundantemente

poblado de vesículas y vacuolas sin una diferenciación funcional aparente, Sin embargo,

existen evidencias de que las funciones de la vía secretoria son realizadas en el trofozoíto,

E histolytica secreta activamente proteínas (por ejemplo factores de virulencia) y



proteínas de membrana plasmática son selectivamente dirigidas hacia su destino (por

ejemplo la lectina Gal/Nac), Dicha lectina además presenta el coite proteolítico de su

péptido señal, como sucedería en la tiaslocación al RE en eucariotas típicos Existe

evidencia de que E histolytica también realiza O- y N-glicosilación (Sánchez-López et

al, 2000) Tomando en cuenta esta evidencia se ha procurado hallar proteínas homologas

a las que participan en la vía secretoria en otros organismos En nuestro laboratorio se

han descrito varios genes de E. histolytica involucrados en secreción: Srp54, que codifica

en células eucariotas para una proteína del complejo SRP, encargado de la conducción de

las proteínas nacientes hacia y a través de la membrana del RE (Ramos et al, 1997);

STT3, codificante en células eucariotas para una de las subunidades del complejo

oligosacaril transferasa presente en RE y responsable de la primera etapa del proceso de

glicosilación de proteínas (Gutiérrez et al, 2000); PDI, que codifica en eucariotas para

una proteín-disulfuro isomerasa, una enzima de lumen de RE, que cataliza la formación

de puentes disulfüro en proteínas que circulan por este compartimiento celular (Ramos y

Alagón, 2000); Secóla, que en eucariotas codifica para una proteína integrante del

componente central del complejo del canal de traslocación, encargado de transportar el

péptido naciente a üavés de la membrana del RE (Sánchez-López et al, 2000); Erd2, que

codifica en eucariotas para el receptor de secuencias KDEL, Esta secuencia determina la

localización de proteínas en el lumen del RE, Las proteínas que poseen esa señal son

reconocidas por Erd2 en el cis-Golgi, y el complejo viaja de regreso al RE por intermedio

de vesículas, que al fusionarse con la membrana del RE liberan su contenido en él

(Sanchez-Lopez et al, 1998); Rab8, codificante en mamíferos para una proteína de unión

al GTP, involucrada en tráfico vesicular del trans-Golgi hacia la membrana basoíateral

(Juárez et al., 2000) A partir de estos datos se vislumbra la presencia de una vía

secretoria activa en E histolytica, aunque aún no se observado su correlato estructural,

Sin embargo la inferencia de homologías funcionales a partir de homologías de secuencia

de proteínas debe corroborarse con una caracterización funcional que actualmente se está

llevando a cabo
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3-PNAs

La estrategia antisentido paia el bloqueo de la expresión génica se basa en la interacción

por apareamiento de bases de un oligonucleótido (o un análogo) de secuencia

complementaria con el ARNm blanco En sistemas libres de células, oligonucleótidos de

ARN y ADN pueden ejercer efecto antisentido (Uhlmann y Peyman, 1990) Sin embargo,

los oligonucleótidos de ARN y ADN antisentido se degradan rápidamente in vivo e in

vitro, lo que ha llevado al desarrollo de estrategias para aumentar la estabilidad y

biodisponibilidad de éstos,, Una de las aproximaciones fue el diseño de análogos de

ácidos nucleicos biológicamente estables (resistentes a nucleasas) que mantuvieran las

características de hibridación a ARN del ADN natural y que pudieran internalizarse

eficientemente en células

3 1 -Análogos de ADN

Las modificaciones generadas en los análogos de ADN tuvieron hasta ahora dos blancos

claves: el azúcar (ribosa) o el enlace fósfodiéster Entre los análogos con modificaciones

en el grupo fosfato se incluyen: fosfarimidatos, fosfóroditioatos, fósforotriéteres,

boranofbsfátos y los más estudiados hasta la fecha que son los metilfósfbnatos y

fósfórotioatos Aunque algunos de estos compuestos conservan las propiedades de

hibridación con ADN, la formación de híbridos y el apareamiento de bases están

alterados, También se ha propuesto sustituir el esqueleto de ribosas por otros compuestos

como hexosas y derivados morfblínicos, seguidos por una larga lista que incluye aléanos,

éteres, tioéteres, aminas, cetonas, formacetales, tioformacetales, amidas, carbamatos,

ureas, hidroxilaminas, sulfámatos, sulfámidas, sulfonas, glicinamidas y otros Sólo unos

pocos lograron imitar satisfactoriamente la geometría del enlace fósfodiéster (Nielsen,

1995),
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DNA

PNA

Fíg 4; Estructura química del PNA en comparación con la del ADN

3 2-Propiedades químicas del PNA

Teniendo en cuenta algunas reglas empíricas obtenidas a paitii de la investigación con los

análogos antes desciitos, y la modelación poi computadora de un esqueleto con la

geometría adecuada, se propuso en 1991 la síntesis del ácido péptido nucleico o PNA

(Nielsen ef al.., 1991) Para el diseño se consideró que la distancia óptima entre base y

base debía ser la misma que en el DNA (6 enlaces) y que el número de enlaces óptimo

entre la base y el esqueleto debía sei 2 o 3, Los resultados mostraron que el esqueleto de

N-(2-aminoetil)glicina unido a la base por un grupo metilenocarbonílico podía ser el

adecuado (Hg 4) Además de ser homomorfo con el esqueleto de ADN y tener gran

flexibilidad conformacional, este esqueleto permitía aprovechar la versatilidad de la

síntesis de péptidos (Hyrup y Nielsen, 1996), Dicho esqueleto pseudopéptidico es

acíclíco, aquiral, sin carga y levemente hidrofóbico, La neutralidad de su esqueleto le

confiere al PNA la propiedad de unirse a ADN complementario con mayor afinidad (50-

100 veces) que el dúplex ADN-ADN a fuerza iónica media y baja Para un decámero, por

ejemplo, la Tm del híbrido PNA-PNA es de 67°C, la del híbrido PNA-ADN es de 51 °C y

la del dúplex ADN-ADN es de 33 5°C, lo que da un incremento medio por par de bases

de 1-1..5°C de la Tm del dúplex PNA-PNA con respecto al ADN-ADN (Wittun eí al,

1994) Además el PNA presenta una mayor especificidad de secuencia que el ADN, dado

que una base desapareada en un híbrido PNA-ADN produce un descenso en la estabilidad
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térmica mayor que en el caso de un dúplex ADN-ADN En la interacción con ARN, se ha

determinado que el híbrido PNA-ARN adopta la estructura de doble hélice dextrógira,

con apareamiento de bases tipo Watson y Crick, muy similar a la forma A de los dúplex

ARN-ARN (Brown et al, 1994) En el presente, la síntesis química de PNA se lleva

acabo por medio de métodos análogos a aquellos utilizados en la síntesis de péptidos,

encontrándose en el mercado monómeros para síntesis química vía t-Boc y F-moc

Fig 5: Esquematización del bloqueo producido por los oligonucleótidos o análogos antisentido

3,3-Aplicaciones biológicas de los PNAs

La alta afinidad, especificidad y estabilidad in vivo de los PNA, han despertado un gran

interés en su posible utilización como agentes antisentido (Fig 5) Además los PNAs no

presentan unión a proteínas séricas o debris celular, una ventaja sobre otros candidatos a

agentes antisentido Otra ventaja que presentan los PNA sobre sus análogos naturales es

que éstos, al ser utilizados en sistemas celulares, no son reconocidos por nucleasas ni

proteasas, lo que aumenta considerablemente su tiempo de vida media y su

biodisponibilidad,

En varios estudios realizados in vitro en sistemas libres de células, se ha demostrado la

capacidad de inhibición de PNA sobre la traducción por un impedimento estérico sobre el

desplazamiento de los ribosomas, debido a la formación del dúplex en la región de

iniciación de la traducción (AUG), así como la inhibición de la transcripción mediada por

un desplazamiento e invasión del dúplex de ADN formando complejos de triple cadena

altamente estables capaces de detener el desplazamiento de la RNA polimerasa (Knudsen

y Nielsen, 1996) Al ser introducidos en células por medio de microinyección o por

permeabilidad membranal, inhiben efectiva y selectivamente la transcripción del ADN o

la traducción de mRNA complementarios Cuando se han utilizado cepas de E coli
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permeables, se ha observado que concenti aciones micromolaies de PNA son suficientes

para provocar un efecto específico antisentido (Good y Nielsen, 1998a y 1998b)

También se ha observado que PNAs unidos a secuencias de localización nuclear (NLS),

son capaces de penetrar al núcleo de células tumorales de mamífero en cultivo e inhibir

específicamente la transcripción del gen c-myc (Cutiona, 2000),

4-Antecedentes y justificación del proyecto

Tomando el gen SRP54 como modelo se han realizado estudios de permeabilidad de E

histolytica a, oligómeros de PNA, En el laboratorio se ha observado que las células de £

histolytica son permeables a oligómeros de PNAs no modificados de longitudes de entre

13 y 20 residuos, Así también se logró una disminución de la expresión del gene SRP54

(aproximadamente 50%, medido por Westein blot cuantitativo) cuando se utilizó un

20mero dirigido contra los primeros 20 nucleótidos codificantes del mRNA, Esta

disminución de la expresión del gene SRP54 es específica y se ha asociado a un

decremento en la proliferación de trofbzoítos de E histolytica cultivados axénicamente

(Olvera A, Tesis de Maestría, 1999) Un trabajo similar se ha realizado en el laboratorio

al inhibir específicamente la enzima neomicín-fósfbrotiansférasa (NPT) en amibas

transfectadas con un plásmido que contiene el gen NPT La inhibición en la proliferación

de trofbzoítos cultivados en presencia de neomicina y la inhibición de la actividad de la

enzima fueron de alrededor del 70% (Stock el al.., 2001)

Actualmente existe una gran cantidad de técnicas de rutina para análisis genético de

organismos modelo, No es el caso de otros organismos más complejos y menos

caracterizados como E histolytica, donde la utilización de PNA abre nuevos caminos al

permitir bloquear la traducción de proteínas específicas y así plantear el análisis de su

función,, De los aspectos menos conocidos de este parásito es la biología molecular y

celular de la vía secretoria, que tiene participación activa en su virulencia E hhtolytica

no presenta las estructuras típicas de secreción eucariota, pero al presentar genes

homólogos a los relacionados con esta función en eucariotas, sugiere la posible presencia

de estructuras morfológicamente alternativas capaces de transportar y secretar proteínas,
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En este trabajo se plantea la inhibición antisentido de genes cuyos productos están

ubicados, por analogía con otros eucariotas, en diferentes etapas de la vía secretoria El

primero de los genes blanco corresponde a la subunidad a de Secól, el principal

componente del canal de traslocación de péptidos nacientes al RE,, En levadura se

encuentra en la membrana del RE. y mutantes termosensibles muestran una acumulación

de precursores proteicos en el citoplasma, mientras que la ausencia del gen es letal

(Stirling et al, 1992) El segundo gen blanco codifica para ERD2, receptor de membrana

que acumula proteínas residentes del RE en el aparato de Golgi para su posterior

transporte retrógrado En levadura se localiza en el aparato de Golgi, y si su expresión se

reduce se secretan proteínas residentes del RE, mientras que su deleción produce

acumulación de membranas y defectos en el transporte de proteínas a través del complejo

de Golgi (Semenza et al, 1990) El tercer gen blanco es Rab8, una GTPasa asociada a

vesículas post-Golgi, En levadura está localizada en el citoplasma, cerca de la membrana

plasmática Mutantes condicionales muestran un bloqueo en el transporte post-Golgi a la

membrana plasmática, con acumulación de vesículas con proteínas de superficie

procesadas (Novick et al, 1992) La evaluación de los fenotipos obtenidos por la

inhibición de genes en las diferentes etapas de la vía secretoria puede esclarecer algunos

aspectos de la patogenicidad del parásito La patogenicidad de E histolyüca está

determinada por sus factores de virulencia, en sus variantes de factores de adherencia,

formación de poro y actividad proteolítica, y la llegada de estos factores a su lugar de

acción (la superficie celular), por analogía con otros organismos, parece estar

estrechamente ligada con una vía secretoria activa Para evaluar el posible efecto de un

bloqueo de la vía secretoria en la amiba, se plantea obtener anticuerpos contra el

amibaporo A y la proteasa de cisteínas 5 (CP5), lo que permitirá medir el nivel de

proteína y su distribución subcelular, Para estos mismos fines se cuenta con anticuerpos

monoclonales contra la lectina Gal/Nac (Leroy, 1995),
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Objetivos

1-Objetivo general

Realizar estudios de genética inversa sobre genes que controlan el tráfico de proteínas en

E histolytica utilizando ácidos péptido nucleicos específicos antisentido para inhibir la

expresión de los genes de la vía secretoria (ERD2, Rab8, Secól)

2-Objetivos particulares

-Clonar y expresar los genes de CP5 y amibaporo para la obtención de

anticuerpos,

-Llevar a cabo la síntesis química y caracterización de PNAs que correspondan a

las secuencias de bases blanco para el bloqueo antisentido de los genes ERD2, Rab8 y

Sec61 de £ hhtolytica

-Evaluar la especificidad y el efecto inhibitorio de los PNAs antisentido para los

genes ERD2, Rab8 y Secól mediante ensayos de Western blot cuantitativo

- Los fenotipos ocasionados por la inhibición de la expresión de estos genes

mediante PNAs serán evaluados en términos de:

3-Efectos sobre la viabilidad/proliferación de tiofbzoítos

2-Potencíal cítolítico de trofozoítos in vitro

3-Visualización de la localización subcelular de los factores de virulencia

amibaporo, CP5 y lectina Gal/NAc.
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Materiales y Métodos

I-Materiales

1,1-Tampones y soluciones

-TBST: Tiis HC110 mM pH 7, NaCl 150 mM, Tween 20 0 05%

-PBS: NaCl 130 mM, Na2HPO4 70 mM, NaH2PO4 3 mM, pH 7

-TAE: TrisHCl 40 mM pH 7, Acido Acético 30 mM, EDTA 1 mM

-TANK: Tris 25 mM, glicina 19 mM, SDS 0 1%, pH 8,6

-Solución Stock de acnlamida: Acrilamida 30%, bis-aciilamida 0 8%

-lampón Sepaiadoi para SDS-PAGE: Tris 1 5 M, SDS 0,4%, pH 8 8

-Tampón Concentrador para SDS-PAGE: Tris 0 5 M, SDS 0 4%, pH 6,8

-Tampón de Carga para SDS-PAGE: glicerol 10%, SDS 2 5%, Tris 50 mM pH 6 8, p-ME

5%, azul de bromofenol 0,002%

-Tampón de transferencia de proteínas semi-seca: Glicina 39 mM, Tris-Base 48 mM,

SDS 0.04%, MeOH 20%, pH 7

12-PNAs

PNAs específicos sintetizados

Para ensayos de inhibición del gen ERD2:

Erd2 Antisentido 17-mei CONH2 - TAC CAC AAA TTA GAA AA - NH2

Erd2 Scrambled CONH2 - CAÁ TAC ATA AGA TAA CA - NH2

Para ensayos de inhibición del gen Rab8:

Rab8 Antisentido 1 7-mer CONH2 - T TAC AGC CTC TTC CTA A - NH2

Rab8 Scrambled CONH2 - A TCC TGA CCC ATC TAT T - NH2

Rab8-UTR Antisentido CONH2-TTT TTT TTG TTT ACÁ GC - NH2

Rab8-UTR Scrambled CONH2 - TTA TTG TTC TTA TTG TC - NH2
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Paia ensayos de inhibición del gen Secól:

Sec61 Antisentido 17-mei CONH2 - TAC CCT CAC AAA AAG TT - NH2

Secól Scrambled CONH2 - CCA TTC ACÁ CAG ATA TA- NH2

Los PNAs se muestran según la orientación de la síntesis, La hibridación con la secuencia

blanco se da en forma antiparalela, de manera que el extremo carboxilo del PNA

correspondería con su extremo 3' y el amino con el 5' La composición de bases de los

PNAs scrambíed es la misma que la del correspondiente antisentido Los PNAs fueron

diseñados para que su extremo caiboxilo hibride con el sitio de inicio de la traducción de

los ARNm blanco

1,3-Péptidos

Los péptidos sintetizados fueron:

p-Ap: NH2-C T L E N L L T T K G A D K V K D Y I S S-COOH

P-CP5: NH2-C E T C T Y D K K K V A V-COOH

Las síntesis se llevaron a cabo por química t-Boc,

1 4-Oligonucleótidos

Diseñados a partir de la secuencia del amibaporo:

5'-poro5'-CCC ÜGA ICC AAA GCC ATC GTC TTT GT-3'

3'-Poro3'-CCC \ACKT1 TTAGCA AGC ATG AAT CTT-5'

Diseñados a partir de la secuencia de CP5:

5'-CP5 5'-CCC GGATC C TTC ACT GTT CTG TTA TTA-3'

3'-CP5 3'-CCC AAGC II TTA AGC ATC AGC AAC C-5'

Los oligonucleótidos fueron diseñados a partir de las secuencias publicadas de los

respectivos genes, introduciéndose para facilitar el clonado sitios de restricción: BamHI

en los extremos 5' y HindIII en los 3'



1 5-Células

1 5 1-Amibas: Se utilizaron trofozoítos de la cepa HK9 y HM1:IMSS de Entamoeba

histolytica cultivados en condiciones axénicas (Diamond et al, 1978)

1,5 2-Bacterias: Se utilizó la cepa XLIBlue de Escherichia coli

1,5,3-Mamíféro: Se utilizó la línea celular HeLa, proveniente de cáncer ceivical humano,,

1,6-Medios de cultivo

1.6.. 1-Para bacterias: Medio LB (Luria-Bertani)

NaCl 1%

Bactotriptona 1%

Extracto de levadura 0.5%

Bacto-Agar (para medios sólidos) 1,5%

I 6.2-Paia amibas: Medio BI-S-33 (Diamond eí al, 1978)

Peptona de biotriptasa 3 65%

Dextrosa 1 21%

NaCl 1 24%

KH2PO4 0 07%

K2HPO4 0 12%

L-cisteínahidroclorada 0 12%

Acido ascórbico 0 02%

Citrato de amonio fénico 0 006%

Luego de la esterilización se agrega:

Suero de ternera fetal (inactivado) 15%

Vitaminas-Tween 80 3%

1 7-Vectores

pBSSK (pBluescript SK(-), Stratagene) Plásmido de 2958 pb, utilizado para las

clonaciones de productos de PCR

pQE30 (QIAGEN) Plásmido de 3 5 kb utilizado para expresión heteróloga en E coli
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pGEX (Smith y Johnson, 1988), Plásmido de 4 9 kb utilizado pata expresión heteióloga

en E coli

1,8-Marcadores de peso molecuíai

Paia electioforesis de ADN:

XHindIII (Boehringer-Manheim),, Fragmentos en pb: 23130, 9416, 6557, 4361, 2332,

2027,564,

Para electrofoiesis de proteínas:

Maleadores sin tinción (paia análisis de perfiles electiof oráticos) Proteínas (KDa):

miosina (212), MBP-p-galactosidasa (158,2), p-galactosidasa (116 4), fosfórilasa B

(97,4), BSA (66,4), glutamato deshidrogenasa (55 6), MBP2 (42.7), lactato

deshidrogenasa M (36,5), triosafosfato isomerasa (26 6), inhibidor de tripsina (20),

lisozima (14.3), aprotinina (6 5), cadena B de la insulina A (3)

Marcadores preteñidos (para Western blot) Proteínas (KDa): MBP-p-galactosidasa

(175), MBP-paramiosina (83), glutamato deshidrogenasa (62), aldolasa (47 5),

triosafbsfáto isomeíasa (32 5), p-lactoglobulina A (25), lisozima (16,5), aprotinina (6,5),

1,9-Cómputo

Se utilizaron las versiones para Macintosh de los siguientes programas:

Excel (Microsoft)

Kaleida Graph 3 0,1 (Abelbeck Soldare)

NIH Image 1 62

Gene Construction Kit (Trinity Software)

Photoshop2,5 (Adobe)

1,10-Instrumentos

Campana de flujo laminar Veco, serie FL-1796

Incubadora para cultivos celulares Controlled Environment NAPCO, modelo 6200

Sistema anaeróbico Forma Scientific Inc., modelo 1025,
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Microscopio invertido BIOSTAR American Optical, serie 1820,

Microscopio confocal BIO-RAD, modelo MRC-600 con láser Kr/Ar,

Cytofíuor 2300 Millipore..

2-Métodos

2 1-Síntesis de PNA y péptidos

La síntesis se realizó en fase sólida poi química tBoc según protocolo publicado

previamente (Hyrup et al, 1996),, La resina utilizada fue MBHA, que posee grupos 4-

metil benzidrilamina Los acoplamientos se realizaron durante 40 min a 40°C en N-metil

pirrolidona (NMP) y se efectuaron con 5 equivalentes de monómero por cada equivalente

de la resina y 4 5 eq de HATU, 7,5 eq de sim-collidina y 5 eq, de DÍPEA Los lavados

se realizaron con NMP Las desprotecciones se realizaron por 3 min a TA, con una

mezcla de ácido trifluoroacético (TFA)-mCresol 95:5 respectivamente La acetilación se

realizó por 5 min a 40°C en una mezcla de anhídrida acética-sCollidina-dimetilformamida

(DMF) 5:6:89 respectivamente Se inactivo la acetilación tratando por 2 min a LA con

una mezcla de DMF-piperidina 95:5 respectivamente, La neutralización se efectuó con

una mezcla de DMF-piridina 95:5 respectivamente, Luego de completados los ciclos se

separó el producto de la resina tratando 2 h a T'A con una mezcla de TFA:ácido

trifluorometanosulfónico:m-cresol 8:2:1 respectivamente, El producto se precipitó en éter

fiío y luego éste fue evaporado

2,2-Puiiílcación y caracterización de PNA

La purificación y caracterización de los PNAs fue mediante cromatografía líquida de alta

presión (HPLC), utilizando columnas de Fase Reversa Cu, acoplada a espectroscopia de

masas, lo que da una exactitud en la determinación de la masa de + una urna (Scarfi et al,,

1997) Los PNAs utilizados tuvieron una pureza mínima de 90%

2,3-Cultivo de células

Lrofózoítos: Se cultivaron en medio BI-S-33 a 37°..
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E cólv. Los cultivos se realizaron a 37° con agitación en medio LB y 20 (ig/ml de

caibenicilina, y 80 jig/ml de meticilina Los cultivos se cuantifícaron midiendo

HeLa: Esta línea celular fue mantenida en medio DMEM suplementado con SBF

al 10%, en estufa de cultivo a 37° y 5% de CO2

2 4-Obtención de células competentes

Se prepararon células de E coli de la cepa XL1 para transformación por el método del

CaCl2 (Morrison, 1979)

2 5-Reacciones de PCR

Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en las mismas condiciones paia CP5 y el

amibaporo La mezcla de reacción tuvo una concentración de 250 ¡iM de

desoxinucleótidos, 20 pmoles de cada oíigonucleótido cebador, 1 U de Taq polimerasa,

70 ng de ADN genómico de amiba y tampón de reacción,, Se llevaron a cabo en un

volumen final de 50 |il, Las condiciones de reacción fueron: desnaturalización 1 min a

94°, hibridación 1 min a 44° y extensión 2 min a 72° Se realizaron 35 ciclos en estas

condiciones,

2 6-Clonación

Los fragmentos de ADN producto de la reacción de PCR fueron purificados de gel de

agarosa, reparados y fbsfórilados previo a la reacción de ligación con el pBSSK El

pBSSK para ligación fue digerido con la enzima Sma í y defosfbrilado con fósfatasa

alcalina,

2,7-Iransformación

Se realizó según el método del choque térmico (Hanahan, 1983), Se incuban 100 \ú de

células competentes con 10 (il de reacción de ligación (20 ng de ADN) y se incuba en

hielo durante 30 min, La mezcla se somete a un choque térmico de 90 seg a 37° y se pasa

22



a hielo 5 min, Luego se iecuperan las células en medio SOC (luíante una hoia y se

siembran en LB-agar con el antibiótico adecuado

2,8-Extracción de ADN plasmídico

La extracción de plásmidos de E coli se lealizó por el método de la lisis alcalina, usando

el Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit (BIO-RAD), según el protocolo del fabricante,

2 9-Secuenciación

La secuenciación de los fragmentos de ADN se llevó a cabo en el Sevicio de

Secuenciación Fluorescente Automatizada del ÍBT, por el método de Taq FS Dye

Terminator Cycle Sequencing (Fluorescence-Based Sequencing), y el equipo utilizado

fue un secuenciador modelo 3 77-18 marca Perkin Elmer/Applied Biosystems

2 10-Cuantifícación

De ADN: Se midió espectrofótométricamente la DO a 260 nm y se realizaron los cálculos

teniendo en cuenta que 1 D02ÓO equivale a 50 (ig/ml de ADN Para aplicaciones menos

sensibles se comparó la banda en geles de agarosa con marcadores de peso molecular en

cantidades conocidas

De proteínas: En aplicaciones que exigieran menor exactitud en las medidas se midió

espectrofótométricamente la DO280 y se calculó la concentración asumiendo que 1 DO280

equivale a 1 mg/rnl de proteína (en el caso de anticuerpos 1 4 DO280 corresponde a 1

mg/ml) Para cuantificación de proteina total en lisados de trofózoítos se utilizó el método

del ácido bicinconínico (BCA), por medio del Micro BCA Protein Assay Reagent Kit

(Pierce), En cada ensayo se realizó una curva de calibración con concentraciones

conocidas de BSA dentro del rango de trabajo

2 11 -Electrofbresis de ADN

El ADN fue separado en geles de agarosa al 1% sumergidos en TAE, 0,5 |ig/ml de EtBr,

durante tiempos variables de 30 a 90 min a 100V La visuaíización y registro se

realizaron en un transiluminador UV y fotografía Polaroid
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2,,12-Purifícación de fragmentos de ADN de geles de agarosa

Los fragmentos se escindieron del gel y se purificaron por adsorción a silica-gel usando

el QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN).

2 13-Tratamiento enzimático del ADN

Con endonucleasas de restricción: las digestiones se realizaron en volúmenes entre 15 y

50 p.1, con 1 a 5 U de enzima por |¿g de ADN, Los tampones, temperatura y tiempos

utilizados fueron los recomendados por los proveedores de cada enzima,

Con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa de E coli: las reacciones se realizaron

en volúmenes de 50 JJ.1, con 250 ¡iM de desoxinucleótidos, el tampón proporcionado por

el proveedor, 100 ng de ADN a reparar y 2 U de enzima, Se incubó la mezcla 40 min a

TA

Con fbsfátasa alcalina: las reacciones se realizaron en volúmenes de 50 ¡il, con el tampón

proporcionado por el proveedor, 500 ng de ADN a defosfbrilar y 10 U de enzima Se

incubó la mezcla 40 min a 3 7°C,

Con polinucleótido quinasa: las reacciones se realizaron en volúmenes de 50 jil, con 100

fiM deATP, el tampón proporcionado por el proveedor, 100 ng de ADN a fosfbrilar y 10

U de enzima Se incubó la mezcla 40 min a 37°C,

Con la ADN ligasa del fago T4: las reacciones se realizaron en volúmenes de 20 (il, con

100 JIM deATP, el tampón proporcionado por el proveedor, 1 U de enzima, 50 ng de

vector a ligar e inserto en un exceso de 2 con respecto al vector La mezcla se incubó 12

horasal5°C

2,,14-Electrofóresis de proteínas

Se llevaron a cabo para separar proteínas según tamaño (SDS-PAGE), de acuerdo a

técnica descrita previamente (Laemmli, 1970), Los geles variaron en porcentaje de

acrilamida de 10% a 15% Las electrofóresis se llevaron a cabo en tampón TANK, a 100

V..
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2,15-Transferencia de proteínas a membrana

Para westerns cuantitativos: Luego de haber sido separadas en SDS-PAGE, las proteínas

fueron transferidas a una membrana de difluoruro de polívinilo (Inmobilon P, Millipoie)

de la siguiente forma: finalizada la electrofbiesis, los geles se sumergieron durante 5 min

en el tampón de transferencia (CAPS 10 mM pH 11, 10% metanol) La membrana se

sumergió durante 1 min en MeOH y luego se equilibró 10 min en el tampón de

transferencia Luego se montó el sandwich de manera de que el gel y la membrana

quedaran entre 2 papeles filtro Whatman #1 y se transfirió en inmersión durante 2 h con

agitación a 40 V en una cámara de electrotransferencia de inmersión (Hoeffér Scientific),

Para westerns semicuantítativos la transferencia de proteínas se realizó a una membrana

de nitrocelulosa (Bio-Rad) de la siguiente forma: luego de la electroforesis , los geles y

los papeles de filtróse sumergieron durante 5 min en el tampón de transferencia semi-

seca La membrana se equilibró 5 min en el tampón de transferencia Luego se montó el

sandwich de manera de que el gel y la membrana quedaran entre 6 papeles filtro

Whatman #1 y se transfirió durante 1 h a 400 mA en una cámara de electrotransferencia

semisecaHEP-1 (OWL)

2 16-Western blots

Las proteínas transferidas a membrana (nylon o nitrocelulosa) fueron inmunodetectadas

de la manera siguiente: se bloqueó la membrana de 1 a 12 horas a TA en agitación, con

5% de leche en polvo en TBST La detección se llevó cabo con 1 jig/ml de anticuerpo

específico en TBST con 0 1% de leche en polvo, 1 h en agitación a TA Se lavó tres

veces la membrana durante 10 min en TBST, Se incubó la membrana 1 h a TA en

agitación con el anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado a fosfátasa alcalina (ZYMED)

diluido a 1/2500 en TBST 0,1% de leche en polvo Se lavó la mebrana 3 veces durante 10

min y se reveló la reacción con NBT/BCIP en tampón de reacción (Tris HC1 100 mM pH

9.5, NaCl 100 mM y MgCl 10 mM) La reacción se detuvo con 5 mM EDTA,
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2..17-Expresión de las proteínas recombinantes en E cali

Tanto el vector pQE30 como el pGEX regulan la expresión de las proteínas

recombinantes por medio del represor lac I La inducción de la expresión se realizó en

ambos casos cuando el cultivo alcanzó una DOÓOO de 0,6, con 1 mM isopropil-p-D-

tiogalactósido (IPTG),, Se mantuvo el cultivo inducido 3 h a 37°C antes de realizar la lisis,

2,18-Punficación de las proteínas recombinantes

Para el caso de las proteínas producidas a partir del vector pQE30 se siguió el

procedimiento indicado por el fabricante (The QÍAexpressionist, 1997) En el caso de la

expresión en pGEX se siguió el método descrito por el autor (Smith y Johnson, 1988),

2 19-Obtención de anticuerpos policlonales

2,19,,1-Denvatización de BSA por medio de SPDP

El SPDP posee un grupo de N-hidroxisuccinimida, que reacciona con aminas primarias, y

un grupo de piridil disulfüro que reacciona con sulfhidrilos Se hizo reaccionar el SPDP

con las aminas primarias de la BSA, incubando durante 1 h a TA 10 mg de BSA con 25

(il de una solución de SPDP 20 mM (en DMSO) en 1 mi de tampón fosfato pH 6,6 Se

separó el SPDP sin reaccionar de la BSA derivatizada por medio de una filtración en gel

usando una columna de Sephadex G-100 Se tomó una alícuota (25 \i\) de la BSA-SPDP

y se trató con 1 mi de 300 mM p-ME en tampón fosfato pH 6 6. Se midió la DO313 y se

calculó la cantidad derivatizada sabiendo que la reacción con el (J-ME libera la piridina-

2-tiona del SPDP y ésta tiene coeficiente de extinción molar a 343 nm de 8,08 x 103 M"1

cm'1

2 19,2-Conjugación de péptidos a BSA

Los péptidos conteniendo sulfhidrilos libres se incubaron toda la noche a TA en tampón

fosfato pH 6,6 con la BSA-SPDP, en un exceso molar de 2 Se midió la DO343 y se

calculó el numero de péptidos acoplados por BSA Se dializó contra PBS para obtener

BSA-péptido libre de péptido sin reaccionar,,
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2,19,3-Conjugación de péptidos a Tiopropil-Sepharosa pata la inmunopurifícación

Los pépíidos conteniendo sulfhidrilos libres se incubaron toda la noche a TA en tampón

fosfato pH 6 6 con la Thiopropyl-Sepharosa, en un exceso molar de 2, Se midió la DO343

y se calculó el numero de péptidos acoplados a la matriz sabiendo que cada péptido al

acoplarse libera una piridina-2-tiona

2.. 19,4-Procesamiento de sueíos y purificación de anticuerpos específicos

Los sueros obtenidos de Jos conejos inmunizados fueron sometidos a una precipitación en

sulfato de amonio 50% durante 4 h a 4°C Se centrifugó el precipitado 10 min a 8000

RPM, se descartó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 1 volumen de 100 mM

Tris pH 8, Para eliminar el exceso de sulfato de amonio se dializó contra el mismo

tampón toda la noche, Se recirculó tres veces el producto de la precipitación en la

columna de inmunopurifícación con el péptido acoplado, Se lavó la columna con 100

mM Tris pH 8 y se monitoreó cada fracción obtenida en el espectrofotómetro Cuando la

DO280 se redujo a 0,02 se procedió a lavar la columna con 100 mM Tris pH 8 0 5 M NaCl

y cuando las fracciones no presentaron una DO280 apreciable se procedió a la elución de

los anticuerpos, Ésta se realizó con ácido acético 0,1 M y colectando fracciones de 1 mi

en tubos que contenían 0,5 mi de Tris 1 M pH 8

2,19,5-Determinación de título de anticuerpos

El título de anticuerpos se determinó por medio de ELISA, Una placa de 96 pozos se

sensibilizó durante toda la noche a 4°C con 200 ng de antígeno por pozo, en 150 p.1 de

tampón de carbonato de sodio 0,1 M pH 9.5. Se lavó 3 veces con 200 \ú de solución de

lavado (Tris HC1 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, MgSO4 40 mM, Tween20 0.05%), Luego

se bloquearon los pozos durante 1 h a TA con 150 (il de solución de bloqueo (Tris HC1

50 mM pH 8, gelatina 0 5%, Tween 20 0 2%) Se hicieron diluciones seriadas 1:3 de los

sueros partiendo de una inicial 1:30, en 100 (il de tampón de reacción (Tris HC1 50 mM

pH 8, NaCl 500 mM, gelatina lmg/ml, Tween 20 0.05%). Se incubó 1 h a TA y se lavó 3

veces,, Se reveló agregando 100 pl de anticuerpo de cabra aníi IgG de conejo conjugado a

27



peroxidasa, diluido 1:2500 en tampón de reacción e incubando 1 h a TA,, La reacción

cromogénica se realizó con 50 |il del sustrato ABTS, a 500 jig/ml, en la solución de

reacción de ABTS proporcionada por el fabricante Se detuvo la reacción con 25 ¡i.1 de

ácido fluorhídrico 50% y se leyó en un lector de placas a 405 nm

2,20-Preparación de los usados de E histolytica

Se centrifugaron los cultivos de amibas a 500 g durante 5 min, Se aspiró el sobrenadante

y se resuspendió la masa celular en 500 \i\ de PBS frío Se contaron las células en el

hemocitómetro, se centrifugaron 5 min a 500 g y se resuspendieron en PBS frío de

manera de tener una densidad celular de 2x10 cél /mi Se agregó un volumen igual de

tampón de lisís 2x (Glicerol 10%, SDS 2,5%, Tris HC1 50 mM pH 6 8, E64 0,5 mM,

PMSF 5 mM) y se usaron por agitación en vértex durante 30 s Para western

semicuantitativos se cargó en gel un volumen determinado según el número de células

necesarias, En el caso de western cuantitativo se midió la cantidad de proteína total de

cada muestra (triplicados de trofozoítos controles y tratados con PNA scrambled y PNA

antisentido) y se normalizó con tampón de lisis lx,

2 21-Medición de la proliferación de trofozoítos

Los ensayos de proliferación de trofozoítos se realizaron en medio BI-S-33 a 37°C a los

tiempos y con las concentraciones de PNA indicados, Las incubaciones se realizaron en

tubos de 5 mi con un inoculo inicial de lxl04 trofozoítos tomados en fase logarítmica,

Para cada ensayo se incubaron por triplicado: un control sin PNA, trofozoítos tratados

con PNA antisentido y trofozoítos tratados con PNA scrambled a la misma concentración

del antisentido Los trofozoítos se cosecharon enfriando 5 min el tubo a contar y

centrifugando a 500 g Se descartó el sobrenadante, se resuspendieron las células en 500

p.1 de PBS, se tomaron 20 jxl y se mezclaron con 20 \i\ de Trypan Blue, Se contaron en un

hemocitómetro aquellas células que fueran impermeables al colorante,,
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2,22-Inmunocitoquímicas

Tiofozoítos tiatados con PNA y contioles fueron cultivados de 24 a 96 h, Posteriormente

se tomó 1 mi de cada cultivo y se colocó sobre un cubreobjeto en cada pozo de una placa

de cultivo celular de seis pozos, Con la finalidad de que los trofozoítos se adhirieran al

cubreobjeto se incubó la placa durante 2 h a 37°C en una cámara anaeróbica, Una vez que

los trofozoítos estuvieron adheridos se procedió a la fijación de la siguiente manera: se

aspiró suavemente el medio de cultivo y se agregó 1 mi de solución de fijación (4%

parafbrmaldehído en PBS), incubándose durante 30 min a 37°C. Se aspiró la solución de

fijación y se lavó 3 veces con PBS Las muestras se bloquearon 15 min con 50 mM

NH4CI en PBS Se aspiró la solución de bloqueo y se lavó 3 veces con PBS Luego se

incubó 1 h con el primer anticuerpo en PBS a concentraciones entre 1 y 6 }¿g/ml Se

aspiró la solución y se lavó 3 veces con PBS Posteriormente se incubó con un anticuerpo

anti-conejo acoplado al fluotófóro Alexa 488, diluido 1/1000 en PBS Se aspiró la

solución y se lavó 3 veces con PBS En los casos en que se riñeron núcleos, la muestra se

incubó 5 min con 2 jig/ml de Ioduro de Propidio en PBS, Como último paso las muestras

se montaron sobre un portaobjeto en el medio de montaje aniifade Vecta Shield

2,,23-Ensayos de citotoxicidad

Trofozoítos tratados con PNA y controles fueron cultivados 48 y 72 h Se cosecharon,

lavaron con PBS y resuspendieron en 1 mi de medio DMEM sin suero, previo a contarlos

en un hemocitómetro, Las células HeLa fueron cultivadas 24 h en medio DMEM con 5%

de SBF en una placa de 96 pozos, partiendo de un inoculo de 3x104 células por pozo Se

lavaron las células con medio DMEM sin suero y luego se incubaron en presencia de

trofbzoítos en una relación de 1 HeLa:2 trofozoítos durante una hora a 37°C y 5% CO2 en

200 til de medio DMEM sin suero Luego se enfrió la placa 10 min en hielo y se aspiró el

medio con trofbzoítos con un capilar Se lavó con PBS frío 3 veces y se agregaron 200 jil

de tampón de lisis (Tris HC1 lOOmM pH 7,4, NaCl 154 mM, CaCl2 1 mM, MgCl2 0 5

mM, NP40 0 1%) suplementado con 15 |iM del colorante Sytox Green, que se intercala

en el ADN Se midió la fluorescencia en Cytofluor a XEX~485 nm y una XEM-523 nm
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Resultados

-Reacción de PCR para CP5 y amibaporo

Con el objetivo de clonar los genes de amibaporo y CP5 en vectores de expresión,

obtener las proteínas recombinantes y producir anticuerpos policlonales contra éstas en

conejo, se procedió a la obtención de los genes A partir de las secuencias publicadas de

la cisteín proteasa 5 (número de acceso del GenBank X91644; Jacobs et al.., 1998) y del

amibaporo A (número de acceso del GenBank M83945; Leippe et al, 1992) se diseñaron

los oligonucleótidos 5'-poro, 3'-poro, 5'-CP5 y 3'-CP5 (ver Materiales y Métodos), de

manera de obtener los genes completos como resultado de las reacciones de PCR, Se

realizaron las mismas y se analizó el producto por electroforesis en gel de agarosa, Se

observaron fragmentos del tamaño esperado, se escindieron las bandas del gel y se

procedió a la clonación

-Clonado de ¡os fragmentos obtenidos en las reacciones de PCR enpBSSK

Los fragmentos obtenidos de amibaporo y CP5 fueron reparados con la enzima Klenow

de manera de obtener extremos romos, y fosforilados El píásmido pBSSK fue digerido

con la enzima Sma I y defosforilado para reducir el fondo de autoligación Se procedió a

realizar ambas reacciones de ligación y transformación Se extrajeron los plásmidos de

las colonias obtenidas y se digirieron con las enzimas Bam Hí y Hind III, que poseen

sitios de corte en los oligonucleótidos utilizados,, De los plásmidos que liberaron un

inserto del peso esperado, se tomó uno correspondiente a amibaporo y otro

correspondiente a CP5 y se secuenciaron La secuenciación confirmó que las clonaciones

habían sido exitosas

-Clonado en el vector de expresión pQESO de los genes codificantes para CP.5 y

amibaporo y ensayos de expresión

Los fragmentos que contienen los genes CP5 y amibaporo se escindieron del pBSSK

utilizando las enzimas de restricción Bam HI y Hind III, presentes en el sitio de

multíclonación del vector pQE30 Se preparó el vector para la ligación digiriendo con las
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enzimas de restricción mencionadas y defosfoiilando, Se ligó el vector digerido con el

fragmento a clonar y se transformaron células competentes de £, coli de la cepa XL1

Bine,, Las clonaciones se confirmaron por digestión,, Se indujo la expresión en cultivos de

100 mi y las células se Usaron en condiciones desnaturalizantes.. Se circularon los lisados

por una columna de sepharosa Ni-NTA y se hicieron lavados en diferentes condiciones

de selectividad Se eluyó con 200 mM imidazol y se analizaron las fracciones obtenidas

en electrofbresis en gel de poliacrilamida No se observó diferencia entre los controles de

E coli sin transformar y sin inducir y las colonias con la construcción inducidas con

lmM IPTG Los niveles de inducción fueron muy bajos,, y luego de analizar 6 colonias

transformadas con amibaporo y 6 con CP5 con los mismos resultados, se optó por

realizar las clonaciones en el vector pGEX

-Clonado en el vector de expresión pGEX (Smith y Johnson, 1988) de los genes

amibaporo y CP5 y ensayos de expresión

El fragmento que contiene el gen amibaporo y el que contiene a CP5 se escindieron de

pBSSK utilizando las enzimas de restricción BamHI y HindlII. Se escindió primero con

HindlII y se reparó el fragmento antes de digerir con BamHI, ya que el clonado se realizó

con un extremo romo Se preparó el vectoi para la ligación digiriendo con las enzimas de

restricción BamHI y Smal Se ligó el vector digerido con el fragmento a clonar y se

transformaron células competentes de £ coli de la cepa XLIBlue Las clonaciones se

confirmaron por digestión Se indujo la expresión en cultivos de 10 mi y las células se

Usaron por sonicación Se circularon los lisados por una columna de sepharosa-glutatión,

capaz de unir la proteína glutatión-S-transferasa (GST) que queda fusionada a la proteína

clonada en el vector, y se hicieron lavados en diferentes condiciones de selectividad Se

eluyó con 5 mM de glutatión reducido y se analizaron las fracciones obtenidas en

electroforesis en gel de poliacrilamida Los resultados fueron idénticos a los obtenidos en

el caso de pQE30, con niveles de expresión indetectables en SDS-PAGE.

Debido a la ausencia en la bibliografía consultada de referencias a la expresión de estas

dos proteínas, y a la dificultad que ésta presentaba, se decidió intentar otra aproximación
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Con el objetivo de conjugados a un carriel e inmunizai conejos se sintetizaron péptidos

a partir de ías secuencias de amibaporo y CP5 La secuencia del péptido conespondiente

a amibaporo (pAp) fue diseñada teniendo en cuenta que existen otros dos amibaporos

menos abundantes,, el B y el C (Leippe et al., 1994) El fragmento elegido abarca de los

aminoácidos 14 al 33 y presenta la divergencia más alta entre las diferentes formas, con

el objetivo de aumentar la especificidad de los anticuerpos En el extremo amino terminal

se añadió una cisteína para facilitar el acoplado al acarreador. Para CP5 se optó por

sintetizar un péptido >a utilizado por otros grupos para obtener anticuerpos contra esta

proteína (Jacobs el al.. 1998) El péptido (pCP5), que abarca de ios aminoácidos 100 al

311, es un inmunógeno altamente especifico para CP5. En su extremo amino terminal fue

agregada una cisteina {ver Materiales > Métodos)

-Conjugación a BSA de los péptidos sintetizados

Se derivatizó seroalbúmina bovina con SPDP, un entrecruzante bifüncional que permite

formar enlaces con sulfhidrilos, para acoplar los péptidos sintetizados por su cisteína El

rendimiento obtenido fue de 6 SPDP por molécula de BSA Se hizo reaccionar los

péptidos sintetizados con la BSA derivatizada y se calculó la cantidad reaccionada para

cada uno, siendo en el caso de pCP5 de 4 a 5 péptidos por molécula de BSA y para pAp 1

por BSA La reacción se verificó por retardo en la migración de BSA con los péptidos

acoplados en electroforesis en gel de poíiacrilamida (Fig, 6)

1-PM
2- 2 iig BSA-pCP5

3- 10jxgBSA-pCP5

4- 10|igBSA

6: SDS-PAGE en condiciones no reductores de BSA y BSA acoplada a péptido

r , w l * ;
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-Inoculación de conejos y obtención y purificación de anticuerpos contra los péptidos

pCPSypÁp

Se inocularon dos conejos paia cada antígeno con 200 (ig del péptido-BSA,

manteniendo un esquema de inmunización semanal Se monitoreó la respuesta inmune

por ELISA y cuando los títulos alcanzaron el valor de 50000 para el caso de CP5 se

sangraron a blanco los conejos Para la purificación por cromatografía de afinidad se

conjugó el péptido a una columna de tiopropil-sepharosa Se hizo circular el suero poi la

columna y se eluyó con ácido acético 0..1M La especificidad de los anticuerpos se

verificó por western contra Usados amibianos sin que se apreciara señal (Fig 7), y dot

blot, donde sí se detectó reconocimiento (Fig 8), Pata el caso del amibaporo, el trabajo se

encuentra actualmente en la etapa de inmunopurificación, por lo que no se incluyen en

esta tesis resultados vinculados a estos anticuerpos

Suero crudo W Punfi^.nlo
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4-5.000 céls. 4-BSA(L0ng)
5-BSA-CP5 (10 íig) 5-BSA-CP5 (10 ng) i

Fig 7: Westems blots de usados de diferentes cantidades de amibas revelados con

anticueipos anti-CP5 Izquierda: Western revelado con el suero sin purificar Derecha: Western

revelado con anticueipos anti-CP5 inmunopurificados.Como controles se incluyeron BSA y BSA

acoplada al péptido
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BSA-pCPS

5 n g •

0,5 ng

0,1 ng

LN+SDS
LN LN+SDS +B-ME

6,5x10" céls

CJ>5 (1 ng)

2,6 xlO4 céls

1,3 xlO4 céls

Fig 8: Dot-blot de usados con diferentes cantidades de amibas revelados con anticuerpos

anti-CP5 inmunopurifícados LN: usados poi sonicación Se indican las cantidades de proteína y

de amibas, Como controles se incluyeron pCP5 y BSA acoplada al péptido

-Efecto de los PNAs sobre la proliferación de trofozoítos

ERD2

Se incubaron trofozoítos de la cepa HK9 con diferentes concentiaciones del PNA contia

ERD2 y sus correspondientes controles durante 96 y 120 horas, Se detectó que a

concentraciones mayores que 10 fiM el PNA contra ERD2 precipitaba en el medio de

cultivo, por lo que ésta fue la máxima concentración utilizable, A las 96 y 120 horas se

logró una inhibición del 60% en la proliferación a una concentración de PNA de 10

(Fig 9),
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• A n ti sentid o
-Sciambled IDO - a

8
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- Scrambled

Z 4- ó S

Concentiaciónde PNA
o : 4 e

Concentración de PNA

Fig. 9 Curva dosis-respuesta del tratamiento de amibas con el PNA contra ERD2 A la izquierda se

muestra los resultados obtenidos tras incubar los trofozoítos 96 h con el PNA, a la derecha luego de una

incubación de 120 h

Rab8

Se incubaron tiofbzoítos de la cepa HK9 con diferentes concentraciones del PNA conüa

Rab8 y su correspondientes controles durante 96 horas, sin que la proliferación se viera

afectada (Fig 10),,

8

i - h ntiseutido

-Sciíimbled

5 10 15

Concentración de PNA (>M>
Control Antisentido Sciambled

Fig 10: Izquierda: Curva dosis respuesta de la incubación durante 96 h de trofozoítos con el PNA contra

Rab8 Derecha: Proliferación de trofozoítos luego del tratamiento durante 96 h con el PNA contra Rab8 20

uM.
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Secól

Se incubaron tiofozoítos de la cepa HK9 con una concentración de 20 \¡M del PNA

contra Secól y sus correspondientes controles durante 96 horas,, Se logró una inhibición

del 60% en la proliferación (Figl 1),,

120 r

Fig II: Proliferación de trofbzoitos

tratados 96 h con el PNA contra

Secól 20 |iM

Control Antisentido Scianibled

Síntesis de un PNA contra el 5' UTR del ARNm de la proteína Rab8

Se sintetizó por química tBoc el PNA Rab8-UTRS de 17 residuos, como

alternativa para potenciar el efecto antisentido sobre esta protema,, Se ha descrito que

PNAs antisentido contra regiones "río arriba" de la región codificante de mRNAs

producen una inhibición más efectiva de la expresión de proteína, presumiblemente por

una interferencia estérica con el ensamblado del flbosoma (Doyle, 2001), Dado que el

PNA dirigido contra el codón de inicio de la traducción de Rab8 no tuvo efecto en la

proliferación, se buscó probar la posibilidad de desplazar el sitio blanco del PNA,

36



Rab8-UTR

Se incubaron troíozoítos de la cepa HK9 con diferentes concentraciones del PNA contra

Rab8-UTR y sus correspondientes controles durante 96 hoias, sin que la proliferación

presentara difeiencias significativas entre los controles y los trofozoítos tratados con los

PNA antisentido y scrambled (Fig. 12)

120 :-

100

c
O
O
"5
•o

Control Antisentido Scrambled

Fig 12: Proliferación de trofozoítos tratados 96 h con el PNA contra Rab8-UTR 20¡aM

-Efecto de los PNAs sobre la expresión de proteínas

Rab8

Se procesaron los trofozoítos luego de 96 h de incubación con 20 ixM del PNA contra

Rab8 y sus correspondientes controles, y se realizó un western cuantitativo, normalizado

por cantidad de proteína total, donde se detectó por densitometría una caída de la

expresión de Rab8 de alrededor de 60% (Fig 13).
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..-.Jl
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Antisentido Scrambled
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V

Anlisenlldo Control Scrambled

Scrambled

Fig 1.3: Densitometría del westetn cuantitativo de amibas tratadas con PNA contra Rab8, revelado con

anticuerpos anti-Rab8, y representación gráfica de la expresión relativa obtenida

ERD2

Se piocesaron los tiofózoítos luego de 96 h de incubación con 10 (iM del PNA contia

ERD2 y sus correspondientes controles, y se realizó un western cuantitativo, normalizado

por cantidad de proteína, donde se detectó por densitometría una caída de la expresión de

ERD2 de arededor de 40% Este resultado se publicó como parte de el artículo incluido

en el Anexo (Fig, 14),,

120 ,-

FAii

Control Antisentido Scrambled

Fig 14: Representación gráfica de la expresión relativa obtenida en el western cuantitativo de amibas

tratadas 96 h con PNA contra ERD2, revelado con anticuerpos anti-ERD2
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Secól

Se procesaron ios tiofbzoítos luego de 96 h de incubación con 20 \xM del PNA contra

Secól y sus correspondientes controles, y se realizó un western cuantitativo, normalizado

por1 cantidad de pioteína total, donde se detectó por densitometiía una caída de la

expresión de Secól de alrededor de 80% (Fig, 15).

100 -

eoo

I

Control Antisentido Scrambled

Fig 15: Representación gráfica de la expresión relativa de Secól obtenida en amibas tratadas con PNA

contra Sec61

Rab8-UTR

Se procesaron los tiofózoítos luego de 96 h de incubación con 20 (i.M del PNA contra

Rab8-UTR y sus correspondientes controles, y se realizó un western cuantitativo,

normalizado por cantidad de pioteína total, Se detectó por densitometría que la expresión

de Rab8 no mostró diferencias significativas entre los controles y los tiofózoítos tratados

con los PNA antisentido y scrambled (Fig 16)
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100--

Control Scrambled Antisentido

Fig 16: Representación gráfica de la densitometría y expresión relativa obtenida del western cuantitativo

de amibas tratadas con PNA contra Rab8-UTR, revelado con anticuerpos anti-Rab8

-Evaluación morfológica del efecto de los diferentes PNAs sobre la distribución

subceíular de CP5 mediante inmunocitoquímica y microscopía confocal

Se puso a punto la detección mediante inmunocitoquímica de la pioteína CP5 en

trofozoítos peimeabüizados y sin permeabüizar. Los tiofbzoítos fueron fijados en 4% de

parafbimaldehído, permeabilizados (si era el caso) con Tritón al 0,2%, bloqueados e

incubados con el anticuerpo anti-CP5 a una concentración de 6 |ig/ml También se realizó

un experimento similar utilizando el anticuerpo monoclonal CD6 que reconoce

específicamente la lectina Gal/NAc. Se incubó con el segundo anticuerpo conjugado al

fluorófbio Alexa 488 y se observaron las muestras al microscopio confocal a diferentes

potencias de láser Se realizó el mismo experimento luego de incubar los tiofozoítos 96

horas con los PNAs dirigidos contra el inicio de la traducción de ERD2, Sec61 y Rab8,

no observándose diferencias de distribución ni intensidad de la señal con respecto a los

tiofozoítos sin ttatai,
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ERD2

Fig 17: Coi tes ópicos de tiotozoítos incubados duianic 96 h con PNA comía ERD2, nivelados con

aniicucipo ami-CP5 Izquieula: contiol sin PNA Gentío: incubado con PNA antisentido Deiecha:

incubado con PNA sciambled

Fig 18: Pioyecciones ecuatotiales de máxima intensidad de tiolbzoítos incubados durante 96 h con PNA

comía ERD2, petmcabi i izados y levelados con anticueipo ami-CP5 El núcleo se obseiva en iojo, la señal

de CP5 en verde Izquieida: comiol sin PNA Ceniio: incubado con PNA antisemido Deiecha: incubado

con PNA sciambled

Fig 19: Coi tes ópicos de uofozoitos incubados diñante 96 h con PNA corma ERD2, levelados con el

anticueipo monocional CD6 izquierda: contiol sin PNA Gentío: incubado con PNA antisentido Deiecha:

incubado con PNA sciambled
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Rab8

Fig 20: Cortes picos de tro Tozo tus incubados durante 96 li con PNA contia RabS levelados con

anticuerpo anti-CP5 Izquieida: contiol sin PNA Gentío: incubado con PNA antisenlido Deiecha:

incubado con PNA sciambled

Fig 2!: Proyecciones ecuatoriales de m xima intensidad de trofozo tos incubados diñante 96 h con PNA

contra RabS, permeabilizados y i «velados con anticueipo anti-CP5 El n cleo se obseiva en rojo, la se al

de CP5 en veide Izquierda: control sin PNA Centro: incubado con PNA antisentido Derecha: incubado

con PNA scrambled

Fig 22: Coites picos de tro tozo tos incubados durante 96 [i con PNA contra Rab8, revelados con el

anticueipo CD6 Izquierda: control sin PNA Centro: incubado con PNA antisentido Derecha: incubado

con PNAsciambied
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Sec6

Fig 23: Coi tes ópicos de tioíozoítos incubados din ante % h con PNA contra Secól, revelados con

anticuerpo anii-CP5 Izquieida: eonuol sin PNA Centio: incubado con PNA antisentido Derecha;

incubado con PNA scrambled

I;ig 24: Proyecciones ecuatoriales de m xima intensidad de tro tozo tos incubados durante 96 h con PNA

conua Sec6h permeabüizados y revelados con anticueipo anti-CP5 El n oleo se observa en rojo, la se al

de CP5 en verde Izquierda: control sin PNA Centio: incubado con PNA antisentido Deiecha: incubado

con PNA scrambled

Fig 25: Cortes picos de tioíozo tos incubados durante 96 h con PNA contra Sec6l. revelados con el

anticuerpo CD6 Izquierda: control sin PNA Centro: incubado con PNA anlisentido Derecha: incubado

con PNA scrambled



Rab8-UTR

Fig, 26: Cortes ópicos de trofbzoítos incubados durante 96 h con PNA contra Rab8-UTR, revelados con el

anticuerpo CD6 Izquierda: control sin PNA Centro: incubado con PNA antisentido Derecha: incubado

con PNA scrambled

-Efecto de los PNAs sobre la citotoxicidad

Se evaluó la capacidad de destrucción de una monocapa de HeLa por parte de

trofozoítos de la cepa HM1-IMSS tratados con PNA durante 72 h, y trofózoítos no

tratados,, Los resultados se muestran en la Fig,, 27,

o 20 10040 60 80

Fig 27: Representación gráfica de el porcentaje de lisis alcanzado por los trofozoítos, as: antisentido,

se: scrambled
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Discusión y conclusiones

La imposibilidad de producir mutantes nulas en £.. histolytica ha signado el cuiso de la

investigación de su biología celular, Sólo recientemente se ha logrado la inhibición

específica de genes amibianos mediante la transcripción de ARN antisentido No obstante

este avance, la inhibición de la expresión es parcial, y no es posible regular la intensidad

del efecto mediante el control de la dosis suministrada de ARN antisentido Como

alternativa para la supresión específica de genes aparecen los PNA, que además de

permitir regular dosis, presentan una alta estabilidad in vivo, siendo resistentes a la

degradación tanto por nucleasas como por proteasas Se ha demostrado que E histolytica

es permeable a los PNA de entre 13 y 20 residuos, y que éstos pueden ejercer1 efecto

sobre genes episomales y cromosómicos

Uno de los aspectos menos comprendidos de la biología celular de E histolytica es la

estructuración y funcionalidad de su vía secretoria Los estudios realizados con

marcadores de esta vía de E histolytica en nuestro laboratorio, han demostrado que ésta

no se halla estructurada en oiganelos, sino dispersa en forma de pequeñas vesículas en el

citoplasma Para explicar esta aparente desestructuración, la supresión específica de

genes de la vía secretoria puede ser de gran utilidad para la visualización de fenotipos

esclarecedores,, La obtención de mutantes y la observación de fenotipos ha sido la

estrategia para caracterizar la vía secretoria de otras células eucariotas, por lo que el uso

de los PNA para producir defectos de función específicos en E histolytica es una

alternativa a explorar,
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Elección de los blancos

Si se toma en cuenta la vía secretoria eucariota típica, una proteína pasa por el RE, luego

por el aparato de Golgi y finalmente pasa de éste a su destino final, En el presente trabajo

se plantea el bloqueo de la vía secretoria de E hhtolytica en estas tres etapas, mediante la

supresión de la expresión de genes asociados a cada una de ellas, En nuestro laboratorio

se ha clonado una batería de genes de vía secretoria, de los cuales se escogieron tres

como blanco: como marcador de RE se tomó a Sec 61, como marcador de cis-Golgi se

eligió a ERD2 y como marcador de post-Golgi a Rab8, Los PNA fueron diseñados para

hibridar sobre el codón de iniciación de la traducción y cubrir los primeros 5 codones Se

diseñaron para ser diecisieteámeros teniendo en cuenta la permeabilidad en amiba y la

especificidad necesaria El control utilizado para asegurar que el efecto sea específico fue

un PNA con la misma composición de bases que el antisentido, pero con la secuencia

alterada, Cada uno de los PNA diseñados fue analizado mediante programas de

computadora paia asegurar que no formaran estructuras secundarias que pudieran

interferir con su acción; así como también fueron contrastados con las bases de datos

disponibles para asegurar que la secuencia propuesta pudiera afectar genes no deseados,

Efecto del PNA sobre la proliferación de trofozoitos

A pesar de que en S, cerevisiae los efectos de mutaciones en los genes homólogos a los

utilizados en el presente trabajo tienen efectos deletéreos, no estaba claro qué efecto

podía producir' el bloqueo de estos genes en trofozoitos en cultivo En base a los

resultados obtenidos a partir1 de la curva dosis respuesta con el PNA contra ERD2 y

trabajos previos realizados en el laboratorio (Olvera, 1999), se determinó que el tiempo

de incubación óptimo es de 96 h, ya que a ese tiempo el efecto del PNA es máximo y los

nutrientes del medio de cultivo y la densidad de células son los adecuados Teniendo en

46



cuenta la disponibilidad de PNA y trabajos previos, se determinó que la dosis óptima es

de 20 (iM En el caso del PNA contia ERD2 no fue posible utiliza: esta dosis, ya que éste

agrega en el medio de cultivo, así que la concentración máxima utilizada en este caso fue

de 10 (iM, El efecto sobre la proliferación provocado por el PNA contra ERD2, al igual

que el del PNA contra Secól, fue una caída del 60% con respecto al control, mientras que

el PNA contra Rab8 no tuvo efectos sobre la proliferación El orden de la caída de la

proliferación es similar al obtenido con el PNA contra SRP54 (Olvera, 1999) Estos

resultados comprobaron que por lo menos dos de los PNAs afectaban específicamente la

proliferación Los efectos no fueron absolutos, lo que abre dos posibilidades La primera,

que efectivamente se estuviera bloqueando la expresión de estos genes amibianos, pero

que su función no fuera tan esencial como la de sus homólogos en levadura, La segunda,

que los genes escogidos sólo hubieran sido afectados parcialmente por el tratamiento con

PNA, Una forma de responder esa pregunta era evaluar la cantidad de cada una de las

proteínas presentes en los trofozoítos tratados comparadas con el control

Efecto de los PNA en ¡a expresión deproleína

El efecto específico sobre el nivel de expresión las proteínas blanco producido por cada

PNA se evaluó por western blots cuantitativos Cada ensayo se realizó con tres cultivos

independientes para cada PNA, su scrambled y los controles, para obtener desviaciones

standard que dieran validez estadística al experimento En los ensayos en que el númeio

de células de un cultivo hizo imposible realizar triplicados se utilizaron duplicados La

normalización se realizó tomando en cuenta la cantidad de proteína total presente en cada

Usado, Tomando el Usado con menor cantidad de proteína total como referencia, se

diluyeron los demás con el tampón adecuado para la electroforesis Los efectos

específicos fueron diferentes para cada PNA La menor inhibición de la expresión fue la
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de ERD2, de alrededor del 60%, seguida por Rab 8, de alrededor del 70%, y por Secól,

de aproximadamente 80% Con el gen SRP54 la inhibición máxima fue del 50% (Olvera,

1999) La diferencia en la potencia inhibitoria puede deberse a diferentes causas Si bien

se ha probado la permeabilidad del PNA en amibas con oligómeros de varias longitudes y

secuencias, no es posible descartar que la composición de bases pudiera tener algún

efecto sobre la entrada a la célula, o sobre su distribución subcelular, que evitaría la

acción directa sobre el ARNm Tampoco se puede descartar que estos factores varíen de

célula a célula dentro de la población amibiana, lo que podría llevar a que luego de 96 h

de incubación las células que evaluamos sean las más resistentes a la acción del PNA, La

inhibición del la expresión obtenidas mediante PNA son del mismo orden que las

conseguidas mediante transcripción de ARN antisentido por otros grupos que trabajan en

E histolytica (Petri et al, 1999)

Relación entre proliferación-nivel de proteína

La relación entre el decremento en la proliferación y en la expresión de proteínas no fue

lineal Las mutantes en levadura hacían presumir que la inhibición de Secól iba a tener

un grave efecto sobre la proliferación de tiofózoítos Sin embargo, con una caída del

nivel de proteína del 80%, el 40% de los trofbzoítos sobrevivieron y se dividieron,, Con

ERD2 la caída de la expresión fue equiparable a la de la proliferación, mientras que sólo

con el 30% de la proteína Rab8 presente, los trofozoítos proliféraron normalmente

Si bien podría tomarse la relación entre caída de la expresión y caída de la proliferación

como un indicio de la "esencialidad" de una proteína, resulta aventurado hacerlo

desconociendo la incidencia de otros factores como la posible heterogeneidad en la

permeabilidad o disponibilidad del PNA intracelular
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Inmunocitoquímicas y citotoxicidad de trofozoitos tratados con PNA

Como foima de evaluar si la caída en el nivel de la expresión de las diferentes proteínas

resultaba en un defecto en la llegada a membrana de los factores de virulencia, se

realizaron inmunocitoquímicas con anticuerpos contra CP5 y la lectina Gal/NAc Los

anticuerpos obtenidos contra CP5 se obtuvieron inmunizando conejos con un péptido de

13 aminoácidos de CP5 conjugado a BSA como acarreador El tamaño del péptido limita

los epítopes reconocibles por los anticuerpos Los sueros de los conejos inmunizados

fueron evaluados por ELISA y los anticuerpos fueron inmunopurificados en una columna

con el péptido inmovilizado, El ensayo por dot blot y la distribución detectada en las

inmunocitoquímicas muestran que el anticuerpo reconoce a CP5 Sin embargo los

ensayos por western no mostraron que se estuviera reconociendo la proteína en Usados de

amibas, Esto puede deberse a que hay epitopos que la electroforesis o la transferencia a

membrana hacen imposible de reconocer por el anticuerpo Al realizar

inmunocitoquímicas de células sin tratar con PNA con los anticuerpos contra CP5, el

patrón de localización de la señal fue idéntico al reportado en la bibliografía, con una

distribución mayoiitariamente membranal y en menor medida en granulos

citoplasmáticos,, La distribución de la señal de la lectina Gal/NAc fue muy similar Luego

del tratamiento con los diferentes PNA y sus respectivos scrambled, no se detectaron

diferencias de distribución ni de intensidad de la señal con ninguno de los dos

anticuerpos, En el caso de la citotoxicidad, no se detectó que las células tratadas con PNA

hubieran perdido significativamente su capacidad de producir lisis en una monocapa de

células HeLa Las causas de estas ausencias de efecto sobre la distribución subcelular y

citotoxicidad pueden ser debidas a que sólo con el nivel mínimo de expresión sea

suficiente para que las proteínas de la vía secretoria cumplan su función Sin embargo,

para el caso de Rab8 y Secól en que la inhibición fue mayor, los efectos esperables

haciendo paralelismo con otros eucariotas serían la acumulación de producto intracelular,
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y una disminución de factores de vimlencia en la superficie celular con la consecuente

caída en la capacidad lítica, hechos no observados Nuevamente surge la cuestión de la

posible heterogeneidad de respuesta de las amibas, o de la existencia de un mecanismo

secretorio alternativo independiente de la vía clásica,
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Paptids nucteíc aods (PNAs) rnay be a potent !ool fbr gene íun«ton studies <n rrtedically importaní parasitic
organlssns, espedafiy trióse ¡ñat havo no! before been accesslate to motecuiar genaüc knockoui approaches
One such organísm (s Entamoeba Mstotytíca, too causativa agem of amobiasis. wh»cíi inlects aboui 500 mil-
lioo people artí & !he cause of clinícal diseasa in over 40 million &ach ysar matnty in ihe aroplcal and subtrop-
ical sn,x>rJd We used PNA antfseíis& otigocners lo [nnsbil exprossion of an episorrially expressed gens
ínüomycin pílospfiorcafarísfaíssñ, NPT) and a -chromosomal gorso (EnCfo2 a Iwmoiog oí Ert!2 a markerof
the Gülgí system ín eukarv'ctic csiss) in axenicalSy culturad trophoíoites oí £ nístoiytíca Measurement of NPT
onzyme actfvlíy and EhErd2 protein fsvols as walt as measuremont of ceüutar proiiforatíon.. reveai&ct sp&ci(Jc .
docreasíis in axprassion of tíie targat ̂ enes. araí coíicomüant mhibiíton of ceil grov/ifv in Irophozoítes traatod.
with mícíDríy>!ar concenlratlons of unmodífisd anísense PNA ollgomers.

A)ih»ngli iníililoElcs h¡i\e hmí n profoimd ijupatí ÍMJ moi ti ldiíj ancf
nmrtaltty tluc lo baütcrtal tilseaso slnct thelr intraduction 50 ytars
ago. iliose CDiicliiions oused ti> pratoüoitn parasites b*v« tscen
aífíít:íeci ID a nintb í( sscr cjügrí><! PtoUrmim t»fís.*ior» romaln orne of
Uie ¡itrgíisi unrpsotved problems «f worlti haisítíi1 lite
arísc ma!nl> fn>m ihe complcsflty of probozosn paraslte
Farasjiti tif« cyclts, WIÍJT tíif?ii ofteii (íraslicincirphíitagjfjil xntl «KMÍI-
bolle chances.. atüi UKS ír«j«cnt3y unusuaí blcirfKfmísiri«s f hat c3iar-
at:(t¡ri/e liiem,. have doílcd JIIÍÍSI pffoiis ahm-ú ;,« (íifl duriifctlion oí
the fisnors that rietemiine íhe itan¡ce o¡' tiio rolationshSp between tUz
¡jaraslte and Its JJOSSÍMÍ íiostx T«ÍJ!N ÍOJ probing ihn ftniciUi» »f s|¡c-
cH'fc parásito ^t'iit-s. tholr üioloüy,, aral línc* ftast» pafsslte rclalitjrisíiip,
.iré sorcly n&cdwí ín iiarasiuiío^y.,

Wlrb tíicsc «jnsiiicratifíns ín IHÍEKÍ.. wccvalnaít'd th« poienEtal ut
tcj sdetlívdy dmMiragíllato gene esprcssloít in EÍIÍI
igon £' éjííBhf/ía todcUitíiiiito íheir uiitity as tooh

foí geitc fui'iclion sludics PNAs arií ¡jfífyiitideoííE!* ¡uiatogs tnivhicíi
üiu pritin; plKKphate-sugar biickbone has baen rapíaced by «n ÍWJ-
iiKif ¡:ihic ps£:iu¡D-¡H!pfl(lk c:ba¡n tü whirh thc fo;jr Isasc»; are linkwj
PNAs have b m i shm\n ío birírt <.ufiipietnpníar> itaííiral |i«J)Titi-

liighcv aíílnsty than üieir natural etsunter-
ívsa r«suiltof the«xírfimBfl<!xií)t¡tly anditci iuaütyof

t te artificial bacitboiK!. Rurtbei more bccütísi? praieases and nuclcas»
es tto i io i [(.mgii iw thcir a i t i ík is! stmettire, PNAs are exca^ntoiíalíj
stablc In blologScaí ciivtronmcms {as revlBwtd in sci1 2} PNA

liave tHtin USEÍ! SiitÜielast fe» yoars as antisense and aiiií-

ütey c:¡m eífectlvetj anú splctctiveíy dmviir«giila«.' geiw> «xpressian
Hsrd al niicriMEitilar OMicftíliaítfWís («ftlewsc! ¡ti raf 3J Tin*

aíid itaiüsJatitm iiilifbitoiy propettit-s of PNA
% are dDtcrailtsod by Jengtíi cotnposiifori (notahíy

jjui1nc:¡jyf JinldiiKí ratío) aEid, a Itkally (n raílular syslenis, peeni«~
ahfllt.y o!' targeí roíls2. Irt thp c.»*^ oí rttantmsllats rclh,. UHÍ íinifted

bÜ of tlie t.ofl fiiptnbrsnt* fo PNA lias letl to t l fel

ment of appropí iativ ira: isporí sígi¡;:!s liiaí-, \\ IIÍ-II a>\ ajeisüy linJteti í«
the olifjCMtier. intrcasp transporí acrass üic «13 lUGíiibranr;
deiíwryintoEeííi!uc]eJu luEsiheskhiawH, tho nseaf siíai
fíüuní ficrititiiljüií^ Iras ifítsílird tiiíit (hií EÍÍ3t-¡w:y »l iEihlbliloti is
dtttermiíictí b> th« tn i ry of PNA IIMO ÍIÍR raíts'3

Otir ¡jroup ts CDirameEi wttli the siud> oí üte blola^y of £ Ais-
tohtíta. ;m iimisu.'t!(tjS(ai-yíiJ(: in üíEtusof ¡iMts(M.abE}lisfiiíHscJ<.flhii;ir
anrrútecUJa»*'1' MtJwCTer. t l i t titiTttdilitLS jnhtfwit in the rulthaiton
of i " histoiytica írojitiir/^íiJi-s an(5 l.hc líitik uf prtx;a!uns ídr tietetU»!
üfgcntsí iawniadeit ver) tüí f ín i luo perf«rríulassíc8lgfitnstk.sL}id-
ics üiinccf at th« i-hajattcri/aíltMi i)f pís(?[Jt,Mypcs ttsulünj; iVoisiycrn:
i i i^al\ f l t i t í t ! ; i St*vcra3 fcatures ol i rop l iozato (tht» m«íabalícally
act ive jjaíhogeníc suy,®} are t i ¡tica! fus rnolecuíar genelic manipiiia»
iitíít: (!) iiíipho/íJiies in axmk. uiimifi.'.;uviKrt Sit^Ki'/ínsiistsiiiahlj
ai tvtjíh cknsiiy in ttofirurí rncí!Uiini;-. (2) íh«y do IKJÍ pc>s«;ssa stfsual
<.yíleí;í: (3) t tüs lnaxeiitt;t,iilíiírtii.xhi{iit aiíariablcíHinther o: tmctüi
(c»finr¡onl> o¡uf Ut (wo. morí: !ars;h ihíct. OÍ ¡TÍOK) ! ) and a vafiaíitc
DNAconicnt ! j;ancÍ ( i ) they have a cotnpEex: plokíy ihm. fci a r^cent
siudj- has hopn CSUIIIÍIÍKI ic> in, Ht loas! FonriSí.

Only ití.cnü). aulisciistí slralL^ks »*.iiig plasrnlEb ír;]jist.r]í)SEig
antisMiw niíssenger RHA^ linRNAs) íiave bíícri suceessfuiEy USKJ
alEmving ikiwíircgulatíon of spcelík ge ras aíid líio aíta1>sis af ípsult™
¡itg píietimyjics in íí, hittoíytfca!j m Th« incthadíjit^y IÍSKÍ! tüttii&vtír
íiítjiiii'í's thi.' ¡jctxís iHHte stiid'i íí.j lio claraid ¿incf trítnsí«f:lí;(J SEIÍ«
ceüs. rs5ainia!ned fipiMiinalí) fjy seltírtSor! a! ut«.eríítlri<:opj numbers
anct «xpncíssüíi b> ust of Bitaoweha amlrt i l ek-inents of which «¡ir
kn¡}\\E«lgí' Issti3í\«ry ifnilusl'^

In íhis stütíy wm repon th« use of PNA ollgoniers as aiiíIseiEte
agents for CETcctivB anti sppfííií dowtirt^u\&\\o\\oí*xj3K«iStori isf tw1»
genes ríiie i-pliwintiií ar»! ílm iMiii'! (tuisitiíKíimal {NP1 arííJ EJIEÍXIZ
respettívülyj in£ ' /ÜSiío/j.Tí£a In c«ít«re S ^ raasoned shat tkjwaregíi*
lailán of NPT expresislon and ihprrfDre the aíalliy to del.(Mfy G-ltS,
tinder antibioür. seiHctinn skouid retinte the grmvfh ni ' trtJ(>hfl-/o!ics
indica!¡Jig ilint í\n:y wciit; permeable, to PNA Thií EliErrf2 gene

t.ln<fíttimé>Bit>iiVMkigíaSUXdh!. Ai: i $Z2¡& .Kkv&kvi, Mwita. tímtititít atBioi heatiitfy, iktiwnityGfGeaoa. VSahr BentfktUí XX i- ¡61 T¿: itaty
>rtírt, ISÍ üi1 Ger.oa. Iistfy 'Coovsp&ixling íiidior {M^M^ibi. uoaot oi<e)
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Figure 1,.Distribufcn&fanSaefíseí)kitinytate<JPMABlníropi>02O!t'ií of
Bíraifi HK9 after 2 h <A,8) an<i 24 h {C.0í ¡rwubaílonwiih 20 fiM PNA-
C b ^ i t i Í i p f # f
lengjhs and oomposilíon (from 13- to 2CMner) sítows a dlffuss cytosolic
distribuían wiüi Isrge aress of high ccmcenírstion apparent after 2 i i of
íncubaüon (in green,, owrespontlitig So A!etó4e8^treptavtóín)h whichterrf
lo condense &y 24 h, wlth no deteclaKe slgnaí ín tha isucáeus {pfop&üum
íodide, rsd).^oat eel!s w©r& íhis permeable, and a varlabfedegree cí
E-s-questrafícn in vasitíéB was -siso observad.

«f rt!c:«¡nor des{.ril)ed !ts

PNA etjncflíüraiion rar^E' Aii eíffett an cclluíar praliforatliin cauici
lx: a3so rrasona!)!)' «xpccicd in ih
<n?rawií.í«»has bti:n sf'iowri E<J lio vía-y dií
¡>r•esuirahJ} bctause of lis rrticia! rciíc in tíic rnaintenance ol ctido
plasnik reiicúJiíni íunctiün1*.. In cernirá*!! to msmitiallan i^iis fe! hh-

in ¡íc;ríncabi(! tt> itriniodlñctí PNA atac! inltibíUon aí gene
K slRniflcani and oasily achievtxt In a (JISMÍ-

vinfjlhí; wi>rk oí dünS¡t(q Uaosíoiriion.
tíititsrts t«wd«l fui jilasiriid-niaitHtBEí antispuwí MiJMíkin.
i Ion PN As tcia[)l«J io appnuprfai» signáis haw bean recenií^ shown
i« hp eftcjCTive ¡íOfie downregulatnrs in an animal systcm vtílft na eVí-
diiici* oí" ¡oxlt l iy ; i. TH^ÜIÍUT wilh our Hridlngs. ihcsií sttidlíis íiidicwe
tJi« pciKüiital £>!' PNA as a gtiw¡ elawrjn^ulíuor /rí cira to pnílwi ifjc

founclatiom aí lí. hisioíytieB parmAtísin directlyírs

Resulte and discussion
Peimc-abiÜty of traphozoite* to PNA, Figura t shows a nifixhruim-
lnti;nsít)í pjojMÜurt of IÍK9 iropliozoilcsnhm a2 ! i (Ftj;. 1A BJ ünd
24 h {Fig. 1C D) ExpíisurptoaSÓjlMtjfaJjioiinyíatortar.tiscnspPE'íA
difctu'd agairtit (he tu si nut.iixitidfcs oí tí'ie N P I R K I C Thccfistribii"
IÍOM uf PKA* (jtrcoti) after 2 h shows a dcar »¡it;tki; !ay thectjjís. wUh

! rcsirir IPÍ! no iht r>tasol. paníj i» a ciiñiis*' ftalíoni witfi
íif tsigh tx»itPij<iiilkni kiittjíürüv coiifeiumicíí ínwhíit po%sil)ly

L1 MKÍocyiic vesielcs At 24 h íhc distritiuticjíi remains c>íosotíc and
íri what a pircar tu te sfiiail Visirlr.v Ko Pi>ÍA

Í>IÍ obsorvcíJ %\ iihirí thp nuckdis (red). \ % h^ví- tosterl pcrmií-
oi tropho/fiítt.s lo P?yA with an pxtensive bailory of 13-, 17-

and

}

Ntomyrín phosphcrotraiufeíase acilvily ín PNA
trophozoües,. Transfcctctl relís grawn in 5 tnl culturas in ílie prDs-
mice of 10 fig/ml G418 in aTiaorDbiosis WITO inctibated ni th 20 }lM
NEOITATG fpxpcrjinputa!) or NEO17SCR PNA <sciaml>(«(l tun-
I rol) ¡iitíi (DÜcnc'd al 95 íi I.vsaics wvw obtiütwcl as desrribwJ ín ihc

irpphDZOitestreatedwffií20JÍMNEO17ATG anílsense PtOAíor96 h
oompariBon. 2£>JJH9 NEOtTSCR ia s rarwíom PNA Df kientical base
conrposüicft. fM/W^oradiogram of stof tóotof £P-4abeled kamimy«"n
(B> Da«^«ne^y of autoradtogratn 'm {AJ.(C> Pwoerrtsge tnhibiíion ± 6 d
of triplícate aamptes {fy comparíson to unCresEad confroí).

, and identka! f|ttantÜH»of ítíial prold» wcir-
«sfiíf f«r ü Juuümiycin píiasphofyíaíkiii {tssay. A EyjjíraJ autrsiaíJE
ograni of tl¡c slol blot assay of MK9 ccils prown fm- 9S h in thp
presenc* af sntiíiSolic is sltown in íí^ure 2A. Iwo^djmemtons!
riensItísiístlTy <Fig. 2B) rc-vvüJcd íhat íiiliiblíioii of NP t sctíviíy was
70% { i % 2C) aiid «íts s«qiíBíK:e-spw;ific. hocaiis* ÜTG taudom PNA
of kiemiral tase «OFHptJsfiJoti did nal g h * s^í i i fkai i í jnfiibition.
fesültsÍÍÍ the (iomtEfiíijpti) nsiclingsaro ¡i!«tn?íiÜÍ porceníago inhi•
bilíonof NP1 activUywiüirissfietSííítintfpalixí controís Thtslcxcí
af hihSthltm te comparable ta thai njcenlly raporícd íar amatibapore
antí Oit! ligia cliain «f ( te Gal-NAc lertJn ge»»»,, cJo^urfiRiitotoEJ liy
niciiiis of Kiíiispnve mRNA Iransci tpilon iraní jjlasnilds! l'Jf

BhErd2 prolein expression lo PNAireaíed trophozoites
CuEtíires of Exponemtídly growinji tropftozDllesw^re incuba ted «I th
a 17-rnn aatÍM!mcrt«Ti|i3D[iiC'iiMryloiírt!ñr!.l 17c{xjjr^fiut:kotídi;»
t>r )!«• KhErt¡2 niRNA (ERD17A7C) or ÍES rundan) coiitnil
(E8D17SCR) Pi'meitk raí¡>rt*skin was niwisiirotl b> wrsicrts blot of
«:J!i.tlar lysattis {Fig 3A) prattiin «írjcpmniiÉori was nornialtznd antí

qiíamíttós laadni onto 15% üodltmt dodccyí saifate-
p a m i í f e gjsl «Jccirophoresi* (SDS-PAGE) gets and
üinnuntolíltutccí DcnsíttMnetryíiííliipIfcatesitinpliís rî vealf^.! a 35%
S{MS:IÍIC d(si-«»solu EtiKr(i2 iJití«¡ín cxpHfwtioii aíüuaulisonstí PNA
cjoíitxítttfatbn of 10 ( iM afíiir 98 h oí Jncubation ÍFig 3) Nos!f;tiiri-
cani dentase in EhErd2 t-uptessioti w*s SC*JV in ccll* uv»t(Hl with thc
fatKÍonj PNA

A

ERD17SCfl ERD17ATO

Figure 3. Erd2 proíein isvels ín lysatdsof HK9 irophozoifes Iresled with
10íiMERDl7ATGpf)íisefK!ePíláAfcr9Srt. (A) Western blot ofEhErd2
(8) Rercentfífie intí&ifein by densitometf y (ty eomparlson to unirea!e<J
control!

V«i.iJKlf.!'J
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F ígut» 4.. Efecí of PNA ireBbnerá on &o(^ozdfe groirth. (A) Treateiant
withanÜ-NPT PNA. IdanliCBl ñwcula oípTCVÍ-íranafoeffled HK9{Eo¡id
l¡neíorHM.1;IMSS{dashec!l¡ne>fropfwzoÍteBiw8reoijltiffed!n médium

th 1 t > / N < 3 4 í 8 í h i f e f E O 7 T Q
NE017SCR PNA {triantes}. The opea symboís represen! pTCV4-
bransibnneti HK9 íropfcojciías grawn vwctiexií antifctotic and íreatedwüh
20 JÍM NEGt ?AT8_or «HxJom control PNA. (B)Tíaa!ment witfi anii-
EhErdÜ W A . Ident&af inocula of HKB trophozoíSas were euSíured ín
standard médium witft varyiivg ooncsníraÉions of ER017ATG (soSci

(control) catjuras. Tíie error bara represan! fhe síBíidacd tfeviatbn of íhe
' ii

Pfotíferalianof FNA-treatedccíh, IHpíicateculturesofíropiio-
zoitcs vusre iíiaibüiPd wlth PNA NliÜlTATG at mnc:entraiÍDm rang-
ing írorn 3 ÍÜ 20|iM ;n ttte fHíisaisa: af GI18 at JO ü$nú ín sumdarti
Gjcrfíiim. lro|)íios!ai«!5 wrtio counterí al 96 h aiKl pprccniag« gmwih
(wltíi rcspect H» untfeateei cultures? platicd agaánstconccíitraíian oí
PNA {Fíg. 1A} Ihe. 17-nifli anií^iiMf PNA ínhibfud ijtipho/jaitc
prnlíferatíori in a dosc-Eíependr-ní rnanner v/licreas the ram-spond-
!ng raraáíMii PNA fiíri not. íhp efYttci oí the antlsense 17-mer PNA
wíissignifciiii.vsíth poüfcnuloíi iníilijittd by 55% at aconaüitra-
tisíii af 20 pM. ND ev ÍEÍEJICC of amíjíroiiííiialhx! ae:tivíiy was observad
in jra»sf«cí(!£i <&IH rrot iti3E!er¡íolí^ anílWoilc si*l«riion., in whirh a
drereast": in uxpressian oí HFT woiilci nat bo cxpccuid (o sííoct
iKjj)hí)«cátí; (jra«th {Fíg. 4A, u|jcn symiíaís). Wlicn irofihiuxiitcs

troBttd ullh ERD17ATC PNA (Fíg 4B}, a similar d<*w-
í tHTecr on jiraijíeraitort was observes! whích mcrelattíd

> io the kwt oí in!iH:iSEíoii oí EtiEaS2 ITOIK at 96 h of ¡íituba-
ííon. l\m comspDiidiDg random PNA $RDt7SCR) tild

A1tíi«iijih PNAuplakc iscvjdutt.íis rnt^asurtd by híglvicsolitijon
ronfixat iiilcrijstxipy. inhibilkín oí proítlbraiioíi al % h ÉÍÍ 55% for
Nff> and 53% for Ercí2 &»sÍMms« PNAS. Our hy|>i>1iw,*K I* iliai.,

iniíltínatkated Enlstm&eixttvlls'art-fattmwMi"* rtiRNAIIJWÍS

cration by NB3Í7ATC srstí Uic 5 3 % inhifaíiton !J> ERD217ATG
jpiiíbafaíy reflocl jivciragc» of celí ¡lopulKlJtwis in wlikh iiiitlbtlían is
higli arirj populatloits !n wltldí ínhllíftítx? Ss signlflcaníiy kiwí as a
ícsiiit of high^r levtís of NF1" tw Hrd2 ÍÜRNA Stut'jps üom ai thc
singJo-a¡3i tcvcá, bj rnkroscojjy DI flow rjtortietry. SÍKJHUÍ (irovidc
valuabk» piaüiolypír ¡HÍbitnaUoíi al vartais IPVKIS »f inhíbitfon of
gpnp cxpmssítsn. Hims» litote CJI Itihibittois may woíl bü biolcpkaü)

ÍJI t!h»t ííjar.h» anti mvvcwb'i-s ttave finnui tftat a 8 0 ^
iiiaiiHXifoaprH'íi exprt»s.iaíi {hyantispusentRNAexpKissJon)
in 90% descréase in cyiopaíbíc atiSviíy of viable tropho-

yjí3iieslf Our laijoraioty is atíivotj («ngagííti iit miprovlnj; ihiíM* li:vels
of irihibitionijj tiesijítiofapproprSsieirsrssport signáis fíir«niplíng
«i ihi; PNA íiJigoitscrs

Takert tojj¡etise-f. aur rcmlis sugg«si th»¡ l'NA aligonicrs ntav pit> •
vide a vahrabíe IC>DI flor g.t;netk: sniriirs ín E. histnfytica arsci niaj pt»-
sSbly tít- ai nw; In i he Mutiy ot «ther organísim for whicii tíie Inots

far gene knockmn suá ce\«rse gonetics are not availabíc. as

is ihf- raw íísr a Jargí: |ic>iiioii oí pathügctnir píDlír/oat» of pardcular
imporlara:t¡ in ihc tropical antl subtropical wodd PNA oügísmcrs
can be mamially synlíiostzeti and puriftecl in Ote laboratory on sea les

A f t
i^wns In mamttialiait relts appropi tale signáis atití/or d d h er>'

MICII <R lijKisotacs) ¡«a) ÍIÍÍ dcvtilgiuKJ ¡o inipmvc-PMA <kliv-
Dry iiiío ¿' A/sfoívíícacDlk %<>weü as for nticlear loralizatlan íar sbid-
¡PS orí traiísuiptíarsal inhlbitiors ai güne cx|iressíon

Experimental protoco!
Cll d eultuí-ft A!l (.'íperíiíic-nls «fit tinta: ns!ng ihe ÜK!Í muí ilM-

ialni. BfssulíswiaxitqulvaíeTit inbolíüüriiitislnalhajáis OIHwefe
H S fltódtwm su^ptemíiasd wlth 15% nettbcern calí suí«m13 in

(JIJÜC iíicutstttíf {ForirtB SíitetKJÍkü). KSaííetis OÍ I) v l̂ih a ̂  tnlxtti«t OMH
> k( W'C.

niid quaíii^ control. PNA ú
n'ianualiy *i*ii)g «rfStl phAMí píifHitíe AMUIIÉAÍS ÍSi3!3^) by tíor

^ liloiJfij'Iatfíiít oí pan of í te synitiesis

cdliiiim icilng a Hiieíis (!• Gl>% síSHiflltrilc (?tai)i«riE tn 0 l'S
«cid IttVíflit̂ - feiki.w««'atialyMri in » ík:vd(HtP»(kstá ÍIIKW^

iiíis MA) il«¡

oálfsomfrs WBS ><&% íy íllHC VífttrkiHít *'<».!£ *<>l<tiK«K »N'NA WCÍÍÍ prc-
¡laií-ni ¡ii stci'líe vfuiff ai H (.nixentiíisititi uf 1 mM PK'As sv niíiwf^ít \ve.ee
17 ÜIC-ÍS ctntipfeíiierjtíií> to íltf ÍÍI^E 17 JtuKlftiüi(J«s ni NI*T tuÜNA codffjjj
iOíjueíKa! (N¡¡0Í?ATG) ' ÍM Uie Kh!;fd2 oiRNA OIÜURAIG) ífeiigrtcd í<x
anij|»itall(íl i^íxkliftiitoít O'11' 3 c.mi vt ü» PNA coriKs^xirufiíia lo (l«.
3«¡;<ÉitsiJ C rermliiusj- -As t:o»[ro!^ scrnHtfcliKÍssqMartíes uí Itltniícai
siEJoti lo ftíicii .inttoise (tiljcniís w«e iyutiíssíaed.. The FMA.
i\:alK:ii/edf0(iitó;mif!aiíry[úNn íi)IÍF^¡\'Aíiix)íisfí(i!ows;fúi NEOtTATG
CONH, rACTAAOTGrteTACC NH2: te NEO17SCIÍ. CONH¿

Wírie u fnlknnc ft» KRBlTííic. CONH» TACCACAAAITAGA\M Nlly.
íbiliRl>17SCH

CUIÍIHÍ! sitóos wi'i1*1 t t e d ¡ii 2 »nt1 21 ii a l í« n<hil:l(»t <>!' Isloilijylaloíi PNA <it

20 u.M I!Í»¡II í:iKW*fi(!aík(n C Í I K « t*e fixwi %v!iíi i?'* ¡lüíaiontisilti:tiy<fe. tu

Sfi tnM i. íjsia^e ÍÉX1 ZO mia üt ÍHIMIÍ lísinpeiaiuií-. Víaste<f four Ei*ne

Plffi pt:rrnt!sáílílí)MÍ wilti i>¡f>f 'EHitiít X I W (Koíink) ín PBS an<E

»iHh5%r«inEatuíUkíNlí'.Mfc Vtrey Sw,üArf lai«lí iss l'BSi<» I h S J
AICXÍÍ 183 (at i ftf/írii: M«i«tjl*< l'roíxs. i:njíC:t)f.üK)wasa<i<JMÍ¡íjrti£ ttxt.il
H»i] blockrdít'tKaiwiiíx-dltüKfiai foCfífMtinpítstuiK £bt ¡>i) tilia O lis mr*
•AÜNIJIUI í'Meswivciy mú K/IUV^MÍÜIK-ÍÍ ivith í ji^iní pnipüliurií Unible
(M<>h)íMÍ:« ProiiísJ S;!.fii|)!t» •MHV SMMJÍHWÍ ¡t> Proi (üí̂ i .¡itiilíaítaüKHiiitiiijí
ÍÍUIÜUIII iív!í»!t\:uíar i'i<)l«sí aiíil oiístrwcj i¡> a lito R-.sti MiiC&ÍXí syi,w;tii

fCNÍKSIII)/ tli« tvíti (ftíitíatiic ítu t í !a t i i»h IUIÍÍ «H|IITÚ¡)I IAU

S Pin» Ni
wiiíi llx. >

f'Xa 4SSS-MairaK! (MV-jiaíaHoj» noi expiiM.il ?ti i í l a

ífK\ shfftwíí tíosíjíreiEal flie si1 mlfivity ;\t\ú lasw p<rtwi s««lnju. u s '

itóiíx wtte tfans,focteíí ttsiíifí ¡üfeiem
Mftftníí(íl«t MAnitlietra. Gí:i imity) as. ittíiíiicíí.ií by ÍÍK; iiuaitifHeiur*!1. wlih
l!t< ejíccfMlon tltót %wlVcíiwi was tJrtíif 3n C>f«l(iiñin (C¡ihi:(i BK! GI.ÜÍHÍ
3Í,Í¿<IKÍ, Ny)."TíaíMÍwmaEtís ̂ « e seicetód wfch ütóraailng amouiics ot G-4ÍS
(ík¡íMíldn;SlgtriS Si IÜUÍÍ MÍS

W«*É ÍÍOÍID WIEÍ! troplíostoüc* sni»i«tí ' " mcdiuni
amíbioilc, ¿or«S|xmrfi(^; ¡o * tftslsraítoí Kidex of 4 Tiit

pi'CVl

was iríéasuffid iii CÉÍI extiacis
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luresln :i stoi bk J s»ay HÍÍJIJ) kanainycin as Stilj
iíik'llv, troplhi/i.'.lii* vote Iwivtitfil ai «tth ílnw |XÍIIII WASIW-Í! «KUltftd.

x 10* tC'iis/milnSOiHM Tris HCl pH 7,5vsltti If lmM
l fliitirliii; atiti í iiiM í; fil. fot*)* itiawtxl (Juta times

Kinjí ílíjiíttJ n ü i i ^ n í»>ri cífeai-fid tocniíilhiffrilou l'rottflnconoMiííiiítori
as inirnialliwd Ux ai! sanujj&oj (BÍ*A riwl Itod. P¡MÚ> Chemical Co..

d,. II,}. KPÍ íutivlty wss tmjiltiiíi) íiwaüiiixi m litplltiuc for «web
ii ami IÍÍÍM: poliii liy addlng 1.25 ¿t£? ftí lysato jjíCfloJft

i r ; i l ' l ¡VffHncHiiiJutetingftír 1 ti TÍIÉ aiaoim
Uve ^ansoijtiti «as nnsiMif e<f «ttheí by « i l t l i ^ tíie ipots. titl (he tm-mbi ai»s

J i\ ¡i > ti> a SÍ iuüllíiiloi) cotjnttsr (Be£knuri rnviriif»c!«ts.

«slom lM(tlív.ulir , SnttriiVíifc. CA) atwi i.wo
íaiagp-vmtilófi i.íi2.I&-«i)[.s

dt«'i

by quaníltsli-,* WC-SJÍ.Í» bím t¡t iv
í lkl*íS\. 9C lio! lís

fysatí.s UotrépsetJíiíani-ii«*«•

x l(is coiKuil tu PBS. lyscd En SDS PAG!,, ¡ÜXJ ¡miifííi coíiccniíaslftn
eíÉtmimd as í¿íf ifc Nn'nHhtíysss'sy kfcnífcal amüiin[4í)í"!>«iiepf«íí;tn

«nto 15%SPS PAO?, jtels wjíaiaifiílfiteríipíítitíilcflílv íi!«a

oniu Injtnübllníi P ini<nt>íaní-s (MtlUport, Bcdfcftt MA).
biockod. iiííiitjaicd wiili a mi Kid2 rabblt aiUibody (ai

tiüdy eutijiigaK: (Zyitiwt. S. San FiaíKísto. CA) areU BCIP/NBT {Zy
D«»lioin(!iry WÜS díineusii^ (líe NIH Imajio 1..62 software paíkajje,, Resuifs

ite proliferaliott lJio¡ifefaLlon oí PMi\-:tíaiod
sutwí, mu lpl3cMíír5 mícuitiíresSn médium
8 «l i í i i óppeopíLare,. fiw eueh li«ie polnt Iw

Vtit n-atk «as sajipftiT(ií//ií parí ky CONAiCyT {Consejo NacUmal da Ciencia y

Aguaitas

(Ivsfy)¿tñdCQNACyT(hiexieo) Ws
útüfík Afígekt Gui&ff#z X&littl M^esá). Buko Millo. GiütúuCá Dsmanis<
jími Dn. Pwil LiF.ifí¡¡ .húitá* gnrítii vntí ¡Mtinetio Harjaks.

0
O»

3

and

&O<yii i ! A. liÍ
At'oí?. Su.1 6S3 ^

lívido fí i, Niwswiv P (Vdtiiic tuelBÍe ackís iPNA). SyMfiPSÍ
^Keíitiyí .aHJÜc-aliaia útoara W O a a Í,S-33

SO¡M!1Í*Ü, lf !ía!briik, M. •!, i .ün^I, U AriliMHistj
íiciüs í tw i i ffl^íí. 4 t: / f f iW)Jtí(t»0).
Pc^ ia M oí sí Ceíí pcncir^ii i i j PíiA rontítdict» m^ji^ato galanin f«capio
ÍDWHIS and raüdiíy paiti iiaosirtsssian ki tave fía! ÜiotecítnQt tS
(V

t..í.. Mo!)a>(ietíAJ.S Sirtfflr. e.

t. RE

sítrí

aí 1B, £

wwü* RNA í'/oe Wal¥

üe ifilifaiEkín a( ge*»- ««jj
í fl 355 358 i

UiíA 9S

Gaad. L. & Nitiin-rt. P.k Afiü
PNA tafflolixl la IRRNA W»; )
MeLaufjíikri. J. & Atey. S. "Ificr biocO-tn-iry and íur«1¡w)a£ (tteciíictó^ M üie

Ba>Aer-Giiiií*ay. T i t^idínann C. t'itlaiaaviiti táitotftkD) oa a metítá taf «w
SKiroJtÁwfuttarywfc:«Hl f'uiasilai. axteyS 27-31ÍIWÜ}
tlfí!itüKliijr>a, A . Salisíi, S . lía^tfii. A S Bliail£K*af j>a. S rhir ^wiwlio td
ÉVifaifiioíito.1 fysUsfyíktf.lfit í.RIÍWJ&IIÍ30,401^10(2020).
P<-.fí¡, WA. S RüDiakrisIiiuiíi, G A¡>olytiy artistsisf? SwSimfcíiy lo \im süíidy o!
Dil^óeMra.ísiEiVt'.^paíiit'Stiiesfs «eritteJMieCíjBi'íK. 7,47S'~«73 (iSSá),
DiairKiixi. L.S. líaiíjaw. D.R.SCufiríe((. CC.AiittWiTiüífwdfot UnfaKwaccuftiwi
liixi (if &4wíKwí«* ínsfa'/íK'-íi aitil íiiímr ITiWíimwtffl Bans (?!in Scí Tíop Mí1*

14 Marffns/>Piatairt4

16 Ltí^xtí
KíltaaliKei of ^*« D I * cemíer

, C irn«KÍ«i3 «íid

16 ^Vil!n>-!t, Ü.&Tatifticti
í̂ toí, OJiiííwm.FwoíaítM: 96, 41 -53 (t93íl>.

IT firacha, R. JkidwmftwiLí, V, E.ejpr̂ s, M SMifrtmat!. D. ^tóiatwo Hih&fiiwn of
aiiKKjixrjaare «iptesstefi Ín£iíto»£wíi*ííi5fi>í>'!js3 causes a dcwiaaseit Eendebc
wiftinaa. IJoí. MkfU'M 34,4S3-I7? (1&99).

if i Aiívi, S. eía) Aíi!íSEiisc¡rt"t'lioiit>!<!f:pf«jaioiieiíiíhwttsíitsi*Li*ii35kOa}K/Et»
teclii) cwnpie* ínhton» Eimniiüeba fwütayffca viftjlenc« Mot

» «SÍ9)
,.! C, Uurámv.k, K G., Ooan, N i Pciham. H.Rfl. EÜÜ2, a

20 Saticfstw: l oyc í R, (j[ s i Ctatiny and fruptwcsion <if thc' Eatirmo
as¡Yftí 92 355~3$£i (1593)

. <rl al. P ^ ' d e DUKII»: adüs ínegeiwí toihtó
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