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l. INTRODUCCIÓN 

E11tamoeba ltistolytica 

Existen alrededor de 45,000 especies conocidas de protozoarios de las cuales 10.000 de estas 

son parásitas. Los protozoarios pueden separarse en cuatro grupos dependiendo de su modo de 

locomoción: protozoarios ílugelados, amiboideos, ciliados y esporozoos. 

Entamoeba histolytica es el agente causal de la amibiasis. Se encuentra en el grupo de los 

protozoarios parásitos umihoidcos cuya locomoción se lleva a cubo por medio de pscudopodios (41 ). 

Clnsificncitín h1xo1uln1icu 

La sistemática de los cucariontcs amiboidcos aún no esta totalmente definida. E. histolytica hn 

sido considerada por algunos autores como una rama tcmpnma del linnje eucariontc ya que 

aparentemente no presentaba organclos como la mitocondrin, pcroxisomas, reticulo endoplásmico 

rugoso. y aparuto de Golgi además de tener un metabolismo glicolítico. Muchas de estas 

características son compartidas con otros protistns amitocondriados denominados Archczoa (32). 

Sin embargo. recientemente se ha demostrado que E. histolytica tiene un organclo críptico que 

corresponde a una mitocondria rudimentaria (34), así como genes que están relacionados con el 

transporte vesicular de reticulo en<loplásmico y aparato de Golgi (4). lo que demuestm que E. 

hi.,tolytica posee dichos organclos, aunque con características particulares de un cucariontc de linaje 

t"mpruno. En 1998 se revisó la posición lilogcnética de E. histolytic<1 y se clasificó de la siguiente 

'''rlllU (32): 

llcino Protozoo 

Subreino Ncozoa 

lnfrnrcino Sarcon1astigota 

Phylunl 1\1nochozoa 

Subphylum Conosa 

Clase Lobosca 

Orden: Amocbida 



Por mucho tiempo se pensó que existían dos cepas diferentes de E. histolyticci. Una de ellas se 

pr<!scntaba -como comensal habitando el intestino grueso sin causar daño aparente y sin provocar 

síntomas, mientras que la otra era más virulenta, provocaba disenteria amibiana y podía migrar a otros 

órganos causando abscesos que finalmente podlan llevar u la muerte del paciente. Se plantearon 

entonces dos hipótesis controvertidas que mantuvieron ocupados u los expertos por algún tiempo. 

Una hipótesis explicaba que E. histolytica ingresaba al hospedero y colonizaba el intestino 

grueso sin causar daño. postcriorn1cntc (con10 lo hacen muchas otras especies <le parásitos) aparecían 

cepas más virulentas que causaban disenteria y abscesos. Otra hipótesis proponía que existian dos 

esp<!cies diferentes de amibas que eran indistinguibles morfológicamentc; una de ellas era avirulcntn 

mientras la otra era patógena (42). Después de muchas investigaciones en el ai\o d<! 1997 en el XI 

S<!minario Internacional de Amibiasis se llegó ni consenso de que en realidad se trataba d<! dos 

especies diferentes. 1\ la especie no patógena se denominó lfotamoeba di.\pcir y a Ja amiba pnt6gena se 

lknnminó E. /Jistolytica (57). 

Epidcn1iolnJ?,Ía 

La infección causada por E. /Jistolytica tiene un alto indice de mortalidad y morbilidad en el 

mundo. Es considerada por Ja OMS como Ju tercera enfem1cdud parasitaria en importuncia después de 

la malaria y la esquistosomiasis (57). 

Se estima que el 10% de In población mundial está infectada por E. dispar o por E. liistolytica, Jo 

que resulta en aproximadamente 50 millones de casos de umibiasis invasora y hasta 100.000 muertes 

por año. La prevalencia de infección amibiana puede ser tan alta como 50o/o en ciertas úreas de los 

paises en desarrollo. Esto depende de hábitos culturales, edad, nivel de saneamiento, hacinamiento y 

cnndición sociocconó111ica (46). 

E. histolytica es cosmopolita pero las tusas más elevadas de infección amibiann ocurren en In 

India. África occidental, Lejano oriente y Centroamérica (46). En Nicarngm1, estudios renli7~'1dos en la 

ciudad di! León mostraron una prevalencia de infección de 18.6°/o y de 23~1. de scropositividad. Los 

.:.;ludios serológ.icos realizados en Ja Ciudad de México indicaron que htL~ta el 9º/o de Ja población 

,·staba infectada (46). 

En general, la infección por E. dispar es JO veces más común que la de E. /Jistolytica. Así la 

amibiasis intestimtl sintomática se desarrolla en un 10% de Jos individuos infectados, mientras que la 
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infección invasora cxtraintestinnl como el absceso hepático mnibiano se presenta en l de cada 100 

pacicnles que se infectan con E. histolytica (46). 

Es importanle señalar que entre los muchos miles de individuos esludiados no se ha reportado 

que E. dispar cause la enfermedad invasora. Por consiguicnle E. dispar no induce In producción de 

anticuerpos scrológicos .. 111icntras que In generación de una respuesta inmune es una característica 

comt"m de la infección nsinlomálicn y sinlomáticn por E. histo(vtica (46). En áreas de cndcmicidud. In 

prevalencia de individuos que son scropositivos es alta (a menudo el 25% de In población). debido 

aparentemente a casos de una remola infección por E. histolytica. Esln elevada frecuencia ha 

confundido el uso de la serología para diagnóslico de la nmihinsis invasora en úreas de endcmicidad 

(46). 

i\lorfolo~in de E. /1i.~talytictl 

E. histolylica presenta dos estadios distintos en su ciclo de vida: trofozoilo y quislc. Los 

trofozohos habitan las criptas del colon ascendente en In luz del intestino grueso del hospedero. Esta 

se considera la forma móvil. mide de 9-30~1m y puede presentar una forma ovoide o irregular. El 

trofozoíto se divide por fisión binaria. Posee un núcleo redondo u ovalado caracterizado pOr un 

enriosonrn cenlral y cromntinn periférica en forma de gránulos linos (figura 1 ); la membrana es muy 

delgada. El ciloplasma lienc dos zonas: un ectoplas111a cxtenm transparente y un endosomn con un 

citoplasn1a granular lleno <le vacuolas donde a n1cnudo se obscrvun eritrocitos cndocitados en varios 

cstadPs de dcsintcgración. El citocsqucl-.!lo se caracteriza por 1nicrotilan1cntos que se encuentran 

inmc·diatament.: tkspu.;s d.: In membrana plasmática. Los trofozoítos desarrollan movimientos del 

prnh •plasma con pscutlopmlios contníclilcs qu.: se cotnponen principalmente de eetoplasma (41 ). 

El prcquiste .:s hialino. se caracteriza por la ausencia de mat.:ria ingerida en el citoplasma. 

0:011t1c·11<! dcpósitns tk glucógeno, ocasionalmente cuerpos cronrntoides y aún no desarrolla la pared de 

quiti11a (figura 2) (>2). 

Los quistes son esféricos u ovules. con una fina purcd rcfrúctil. Contiene gnlnulos finos. cuerpos 

0:1umatoides y una masa difusa de glucógeno. Su diámetro promedio es de 12.5µ111. Los quistes 

i111naJuros tienen un solo núcleo. al n1adunu, replican su gcnon1a dos veces dando lugar a un 

or!!anismo l<:lranudcatlo (figura 3). Sólo los quistes maduros son infoctivos. Los quistes liberados en 
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las heces son los responsables de In transmisión de In infección y pueden sobrevivir en materia fecal 

nproximndrunente 8 dlas a una temperatura de 20-34°C y durante 40 días a 2-6°C (6). 

Figur.1 l. Trofozoito de E. llistolytica donde se 

aprecia el núck.-o con el cariosoma central y 

cromatina periférica caractcrfstico de la e"-¡x,-cie. 

(P.W.Pappas & S.M. Wurdrop) 

http://www.hiusci.ohil>-1f.tnh:.L-Jul-pwusilc/chisto1)1ica.html 

Figo,... 2. Quiste inmaduro de E. llistolytica 

donde se puede observar una masa condensada 

de glucógeno y que el núcleo aún no se ha dividido. 

hltp:l/www.bimd.ohio-stntc..c:du/-pomsilclchistolytica.h1ml 

Figura 3. Quiste maduro de E. llistolytica 

donde se apn.-cia que el núcleo se ha dividido 

dos veces y la pared del quiste ya L"Stá constituida. 

t111p://www.himci.ohic..,.~tatc..edu/-parasitc/chist.ol)1ic:n.hlml 

~. 

.,_..ci•__..m 
.., P.W. P•PP- .... 5.a W-...,) 

-,,;·-

,~~-
":.,.~· ,, 

'~';:;~· 
.;• ..• 

~ P.W. Papp-- S.M. W•nl ....... 
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Ciclo de vida <le E. flisto/ytica 

E. histolytica comprende dos estadios pum completar su ciclo de vida. La fase móvil llamada 

trofozoito y el quiste la fase infectivn. 

La infección inicia cuando el humano ingiere quistes maduros de E. hi.~tolytica en alimentos o 

agua contaminada con materia fecal humana. El quiste se debilita ni pasnr por el estómago liberando 

cua1ro trofozoitos en el intestino delgado, los cuales migran al intestino gnieso en donde se estnbleccn. 

Los trofozoitos se alimentnn de nutrientes contenidos en el intestino y eventunlmente baetcrins. 

Durante el desarrollo de la enfermedad los trofozoitos ingieren células epitelinles (coloncitos) y 

eritrocitos presentes por lesiones causadas por el parásito (42). 

En ocasiones E. histolytica, migm vin torrente snngulnco 11 otros órgnnos (principnlmcntc el 

hígado) y se establece en ellos nlimcntándosc de células del tejido provocnndo abscesos que pueden 

llevar a la muerte del paciente ( 41 ). 

Los trofozoitos se dividen por fisión binaria y, por factores aún no muy entendidos, se enquistnn 

y abandonan al hospedero con las heces. Una vez que el trofozolto se enquista, divide su núcleo en dos 

ocasiones dando como resultado un quiste tctranucleado (5) maduro e infcctivo (32). 

El ciclo de vida se completa cuando el quiste es ingerido por otro o el mismo hospedero 11 través 

de la ingesta de alimentos o ngua contaminada (figura 4). Se han identificado amibas de cstn especie en 

n:scrvorios como primates. perros y gatos (32). 
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., 
¡( 

" 1AOForotTOS 
'-.JOVCNCS 

- --~ AGUA 

Figura 4. Ciclo de vida de E .. Hi~to(vtica (Laboratorio Liomont S.A de C.V. 1996) 

Debido a la importancia del quiste en el control de In infección. se hn tratado de estudiar al quiste 

de E. histolytica in vitro. pero aún no se ha tenido éxito para obtenerlos en cultivo (3). Asi. para tratar 

de entender el enquistamiento en E. histolytica se hn estudiado el enquL~tamiento de Entamoeba 

invadens que parasita el intestino de reptiles. Para inducir el cnquL~tarniento de este parásito se 

utilizan medios hipoosmóticos o medios axénicos (libres de boctcrias) deficientes de glucosa (2). 

El quiste. a diferencia del trofo7.oíto. puede sobrevivir por largos periodos de tiempo fuera del 

hospedero gracias a su pared resistente que lo protege de ambientes desfavorables y de la desecación. 

El quiste confiere resistencia a la amiba para abandonar a un hospedero y sobrevivir al 111<.'llio 
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ambiente externo antes de infectilr otra vez. 

quitina que sólo se sintetiza en el quiste (7,8) 

La pared del quiste esta compuesta principalmente de 

El quiste es parte fundamental .d~I ciclo de vida de E. lristolytica ya que, además de ser In fase 

inlcctivn del parásito, tumbién rcpr~sehta .et medí.o de diseminación de la amiba. Los mccunismos o 

señales que estimulan el enqi:iistamicnto aún no csián bien entendidos. 

Expresión de HSl's en pn,:..¡sitos· 

En pniásitos, las protelnas de estrés (HSP) juegan un papel muy importante en los procesos de 

di!Crenciación y adaptación a sus hospederos. Los parásitos deben tolerar condiciones de estrés cuando 

pasan de un ambiente a otro, en donde no sólo se enfrentan a cambios fisicos como la temperatura, 

sino también a cambios químicos como de pH y cambios lisicoqulmicos como diferentes 

osmolaridadcs del ambiente (31,33). 

Por ejemplo, se ha observado que el incremento en la temperatura en culti\'os de promnstigotes 

de Leislmumicz sp. induce la slntesis de diversas HSPs y también induce la diferenciación al estadio de 

anrnstigotc (26). 

Esto también se ha observado durante el cnquistamiento de trofozoitos de Giar<lia sp .. 

Nacg/cria gruhcri y E111amocba invaciens (27,33). Durante el enquistamiento de Giardiu /amhlia se 

ha reportado la expresión de diversos antigenos, entre los que se encuentran algunas I ISPs. Con 

anticuerpos se lograron identificar 1 ISI' de 65, 68, 82 y 92 kDn. Ninguna de estas proteínas se expresa 

c·11 trofozoítos controles. lo que sugiere que puedan cstur directamente relacionadas con el 

c·11quistamiento (33). En E. im·adcns se ha reportado que un gnipo de proteínas denominndtL~ BiP que 

c,t,111 n.:lacionadas con el enquistumiento y también con la expresión de HSl'70 en condiciones de 

1...·~11 "-~s ténnico (27). 

Se ha reportado que las proteínas de estrés están involucradas en la vinilencia de los parásitos. 

Fn Listcria sp. se pueden distinguir especies vinilcntas con ayuda de las 1-ISl's, las especies vinilentas 

sintetizan cerca de siete HSPs adicionales con respecto a las especies no virulentas (33). 
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Proteínas de estrés (llSP) 

Lus protcinus consisten de una secuencia única de aminoácidos unidos por enluces pcptidico 

formados por la condensación del grupo curboxilo (COOH) de un mninoácido y el grupo amino (Ni b) 

del siguiente (44).Conforme el RNA es traducido, el producto se va plegando dependiendo de los 

residuos de aminoácidos de la cadena polipcptidica formando estructuras conocidas como a-hélice y 

(\-plegada que se estabilizan con puentes de hidrógeno ( 43 ). 

La transición de dichas estructuras a una protcinu mudurn depende igualmente de la secuencia 

polipeptidica y están implicadas uniones covulentcs como puentes disulfuro y uniones no covalcntcs 

como enlaces Umicos, puentes de hidró~cno, fuer-1.us de Vun der \Vuuls y fuer-1.us hidrof<íbicus 

(44). 

Algunas proteínas son capuces de adquirir su confonnución biológica activa espontáneamente in 

1•itro, u lo que se conoce como autoplcgumiento. Otras proteínas carecen de esta cualidad y pueden 

adquirir diferentes confonnacioncs que no son óptimas paru su función. Para estos casos. la protcina 

requiere de asistentes de plegamiento conocidas como proteínas chapcronus. Estas proteínas 

intervienen únicamente durante el plegamiento y ensamblaje de las proteínas (43). 

Cuando la proteína hu sido sintetizada y su estructura lhncional ha sido modelada, puede 

enfrentarse a cambios ftsico-quín1icos que pueden desnaturnlizarla. En estos casos c>:iste un grupo de 

proteínas dcnominadas proteínas de estrés o choque tém1ico (1 ISPs) que impiden que la proteina se 

d.:snaturaliee o bien ayudan a rcnaturnliznrla. Muchas de estas proteinas actúan también como 

chaperonas (43). 

Son conocidas como protcinas de estrés o choque ténnico debido a que su expresión y función 

fu.:ron detcrminadas en principio como una respuesta de la célula a estrés ténnico. Su producción 

minimiza el daflo causado a las proteínas debido a que les ayudan a plegarse y a mantener su 

conformación nmural (43.20). 
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Las proteínas HSP se agrupan en cinco familias 

pendiendo de su peso molecular: HSPlOO, 

l ISP90, HSP70, HSP60 y las HSP pequeñas 

(sHSP) que van de 12-42 kDa (43). Estas últimas, 

que se caracterizan por formar grandes estructuras 

1nultin1éricas. actúan con10 chaperonas in vi/ro e 

intervienen en termotolerancia in vivo (figura 5) 

(15). 

D •• Figurn 5. Modelo tridimcncional de 
sllSP de 

A/etluu1ococc11s janna.,·chii 
(Naturc(lllQK) JQ-i ~tN-Nl4) 

Algunas de lus proteínas pequeñus de estrés (sHSP) poseen unu secuencia altamente conservada 

de aproximadamente 90 aminoácidos homóloga a las proteínas HSP del cristalino de vertcbrndos (37). 

Esta región es conocida como "dominio a-cristalino" y a tus proteinus que lo tienen se les llama 

proteínas de estrés a-cristalinas (HSP a-cristalinas). Este dominio es importante yn que esta 

relacionado con la funcionalidad de estas proteínas a través de su participación en In formación de los 

complejos multiméricos que intervienen en conferir tcnnotolemncin in vi\•o y actuar como chaperonas 

in l"itro bajo condiciones de estrés ( 15). 

lnmunolo~fa de las llSP. 

Por algún tiempo se pensó que las HSPs, por ser intrncclularcs, no causaban ningún efecto 

extracelular; sin embargo se han encontmdo este tipo de proteínas asociadas a In membrana 

eitnplasmática de células eucnriontes, por ejemplo, se ha locnlizndo la hsp60 asociada n In membrana 

de <•vario de luímster. en células tumorales como la línea CEM-SS (linfocitos humanos CD4+) (19) y 

c·n cdulas de bazo de ratón infectadas con Usteria mcmocytogenes (48). También se han encontrado 

l ISl's en forma extracclulur pero aún se desconoce el mecanismo por el cual las células pueden 

~ccretur este tipo de proteinas (52). 
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Por otrn parte. se sugirió que debido a la gran similitud entre las HSP de diferentes especies. su 

inmunogenicidad era muy baja. pero recientemente se han hecho estudios en los que se prueba la 

existencia de una respuesta inmune especifica mayor a la que se esperaba. 

Se ha reportado que en ratones infectados con /1(1•cobacteri11m tul>ercu/osis. más del 20o/o de las 

clonas reactivas de linfocitos T responden a la l ISP d<: 60.2 kDa de esta bacteria y aunque muchas 

l ISl's se liberan durante la infección. ya sea por la respuesta inmune y la lisis cclulur. la respuesta es 

específica contra la 1 ISl'60.2 de Mycobactcri11111 (49). 

Sin embargo. ahora se piensa que en la génesis de cnfcrmcdndcs nutoinmuncs t:1les como 

artritis rcumatoidc, lupus critcmutoso y enfcrmcdnd de Crohn cstii involucrada una reacción 

cmzada con 1-ISl''s hunrnnas que se encuentran en la superficie del tejido ( 19). 

Con datos como estos se abre un campo nuevo de investigación con las HSP. Se han realizado 

nuevas investigaciones que arrojan datos que sugieren la participación de estas proteínas en muchos 

otros eventos celulares y le confieren funciones distintas a las que se conocian (19). 

Otras funciones no chnpcronns de las llSP 

Aparte de la función bien conocida de las HSPs como asistentes de plegamiento o chaperonas, 

ahora también s<: l<:s han atribuido otras funciones. 

En la bacteria Actinobaci/111.< e1ctinomycetcmcomitans se ha reportado que la HSP 60 asociada a 

membrana actúa como adhcsinn ( 19) y en A1ycobacterium se ha encontrado que puede formar poros 

en membranas (50). Con esto se propone que las chapcroninas pueden ser otra clase de determinantes 

virulentos capaces de provocar patologin tisular. 

Tambicn se ha reportado que la chaperonina GroES de 10 kDa es un factor que se expresa en 

etapas tempranas del embarazo (es denominado EPF por sus siglas en ingles). Dicho foctor 

inmunosuprimc a las hembras de modelos murinos para evitar el rechazo o una respuesta inmune 

contrn el li:to. En suero de mujeres esta función aún no esta bien esclarecida ( 19). 
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El factor ncurotrólico activo-dependiente (ADNF por sus siglas en ingles) es una proteina 

humana de 14kDa que es homóloga a la HSP 60. Esta proteína inhibe la apoptosis neuronal in \'Ílro en 

neuronas humanas ( 4 7). 

En ratones se encontró que la HSPIO (perteneciente a la subfamilia de GroES) de ,\1. 

111herc11/o.\'i.,· es un factor de crecimiento de ostcoclastos. El sitio activo de esta función radica en dos 

regiones proteicas que interaccionan con In HSP60 (perteneciente n In subfamilia GroEL).Estas 

proteínas juntas son reportadas como un complejo coi\ función de chaperona (51 ). 

Tal vez In función que hu causado más interés es la que relaciona a las l ISP con la respuesta 

inmune. Se ha sugerido que las HSPs pueden ser clasificadas como "antigenos múltiples" por la 

habilidad que tienen de interactuar y activar a diferentes tipos celulares (21 ). 

Los péptidos derivados de chnpcroninas pueden activar a células prcscntudorns de antígenos y 

amplificar la presentación de péptidos y In respuesta de linfocitos (21 ). Los primeros reportes se 

hicieron con la l ISP 60 de 1\./. 111berc11/osis (que también se ha referido como HSP 65). Esta proteína y 

otras HSl's pueden cstimulur la producción de citocinas proinflnmntorias de monolitos, leucocitos y 

células epiteliales humanas (22.24). 

También se han hecho estudios en modelos murinos que demuestran en diversos tipos de cáncer 

una reactividad scrológica específica a ciertos antigenos entre los que se encuentran la HSP70 

acoplada a ciertos péptidos. Esto podría representar una propuesta terapéutica en contra del cáncer (21) 

Lkhido a la capacidad que tienen los péptidos acoplados a l ISP de activar In respuesta inmune humoral 

y cL·lular. 

Cabe mencionar que las diversas funciones que ahora se les atribuyen a las HSP han sido 

1..h...·s .... ·ubicrtas por estudios realizados en 1 ISP de 111:.1yorcs pc.!sos n1olccularcs. Las protein:.1s 

J'L'rtL·ncci<:ntes a la familia de h1s si ISI' y de las HSP a:cristnlinas no han sido tan ampliamente 

.:ara..:terizadas en comparación con las demás familias de HSP. Esto sugiere que In falta de infomrnción 

al rL·spccto se debe en gran medida a la falta investigación en este ámbito. 
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Particularmente en E. histolytica son pocos los estudios que describen a las proteínas HSP y la 

respuesta de E. /1istolytica a estrés. Solamente se han caracterizado dos proteínas de la fnmilia de las 

llSI': HSP60 y llSP70 en estudios no relacionados con In respuesta a estrés del parásito (18,25,38). 

Sólo existe un reporte referente n estrés renli7A'ldo en E. im•aclens y E. histolytica que relaciona la 

expresión de genes relncionndos con el cnquistnmiento y In respuesta n estrés de In amiba (27). 

Tomando en cuenta que durante su ciclo de vida E. hi.1·10/ytica esta sometida 11 diferentes tipos de 

estrés, resulta interesunte estudiar esta respuesta y la expresión de las sHSPs como parte de este 

proceso. Por otra parte. con las nuevas investigaciones que relacionan a las proteínas de mayores 

pesos moleculares con eventos inmunológicos y patológicos, resulta atractiva la idea de que las sHSP 

podrían también estar involucradas en otras funciones. 
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11. OBJETIVOS 

Caracterizar el gen HSP l 6Eh de Entamoeba histolytica. 

Expresar el producto del gen -1-ISPI 6Eh mediante un vector de expresión. 

Expresar el gen HSP l 6Eh en E. histolytica bajo condiciones de estrés ténnico. 

111. HIPÓTESIS 

El gen HSP16Eh tiene alta homología con genes reportados como genes 

pertenecientes a la familia de las proteínas pequeñas de choque térmico (sl-ISP), por lo 

tanto, la expresión del gen se verá incrementada proporcionalmente al estrés térmico en 

los ensayos con E. histolytica. 
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IV. MÉTODO 

i) Obtención del gen llS1'16Eh 

Se tamizó una librcrin de expresión, cortesía de la Dra. Esther Orozco, CINVESTA V IPN, de E. 

histolytica de la cepa HM-l:IMSS con anticuerpos lgA de saliva de pacientes con absceso hepático 

amibiano. Se obtuvo In clona Sin 54 que contcnia un inserto de cDNA de 210pb que de acuerdo ni 

análisis de secuencias del GcncBnnk mostraba una similitud con unn fnmilin de proteína.~ llamadas 

Ciclolilinas. El plásmido pBlucScript SK conteniendo el inserto fue liberado del fa~émido usando el 

sistema SOLR-ExAssist (Strntngcn,USA). Al phísmido resultante se le denominó SAi IA 54 (35). 

El inserto contenido en el plásmido SAHA 54 se usó como sonda pum tamizar una librcrla 

J!.enómicn, cortesía del Dr. Abrnhnm Landa. Facultad de Medicina UNAM, en ;l. ZAP 11 para obtener In 

secuencia completa del gen de la Ciclofilina de E. histolytica. De esta forma se obtuvo el plñsmido p54G2 

que contenía un inserto de 3,043 pb (36). Al secuenciar totalmente, por el método de término de la cadena 

por dideoxinucleótidos utilizando el secuenciador ABI l'RISM TM. se encontró otro gen 241 pb río arriba 

del gen de la ciclotilina. De acuerdo ni GcncBank. correspondía al gen de una proteína perteneciente a In 

familia de las protcinas de choque tém1ico de bajo peso molecular al que se denominó llSPl6Eh. 

Para determinar In identidad y homologia del gen HSPl6Eh con respecto notros genes homólogos, 

la secuencia del gen l-ISPl6Eh de E. histolytica fue alineada con otras 6 secuencias de sHSP obtenidas de 

la base de datos GenBank. usando el programa ll.·1ultalin Protein Sequenccs (NPS@.2000, http://npsn

phil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_multalin.html). 

Posteriormente se procedió a clonar el gen en un vector de expresión con el fin de producir grandes 

c:antidades de la proteina para su posterior purificación. 

ii) l'rcparaciím de células competentes 

Todo el proceso requiere de condiciones de esterilidad. Se crecieron bacterias E.coli BL21 a 

saturación en medio LB (IOg Bacto-triptonn, Sg Bncto-ycast extract y 5g de NnCI, aforar a IL 

esterilizar 20min 15lb/sq). Se tomó lml del cultivo, se colocó en IOOml de medio LB y se incubó n 

~n·c por 3h a 250rpm. Las células se cosecharon por centrifugación a 5,000 rpm por 20 min. Las 

células se rcsuspendicron en 7.3 mi de medio LB. Posteriormente se adicionó una mezcla de 2 mi de 
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policlilén glicol al 50%, 500µ1 de Dimelil sulfóxido y 200¡11 de Cloruro de Magnesio 1 M. Se agitó 

suavemente y se incubó 1 O min en hielo. Lu mezcla se separó en alicuotus de 300¡11, se congelaron en 

hielo seco y posteriormente se guardaron a -70° C (58). 

ii) Clonación de llSP16Eh en el vector de expresión pET23n 

La secuencia completa del gen HSPl6Eh se amplificó del plásmido p54G2 por PCR (Polymemse 

Chain Reaclion) utili:amdo los primers HSPFTR (5'- GATCCGTl"/\ATATCAAC-3') y HSl'ETF (5'

CAT/\TGC/\CTCA /\/\GC-3') y el siguiente programa: Iniciación 94"C 3min, Desnaturalización 94ºC 

3min, /\lineamiento 60°C l .5min, 25 ciclos, Extensión 72°C 1 Omin. 

Posteriormente el producto de PCR se ligó en el vector pMOSblue (Amercham. UK) siguiendo 

el protocolo del fabricante (53). Con esta construcción se transfonnaron células competentes XLl

Blue mediante el siguiente protocolo: 

En condiciones de esterilidad se tomaron 12¡11 resultantes de la ligación de vector pMOSbluc y el 

producto de PCR. Se añadieron u 100¡11 de bacterias competentes XLl-Blue recién descongeladas. La 

mezcla se incubó por 30 min en hielo, pasado ese tiempo se calentó u 43"C por 3 min., se adicionó 1 

mi de medio LB sin antibiótico y se incubo a 37ºC por 45 min; postcrionncntc se ccntrifügaron a 

14.000 rpm por 1 min, se resuspcndió el pe\lct en 40¡11 X-Gal (20mg/ml) + 1 O¡ll de IPTG 1 M. se 

plaqucó una caja con medio LB-agar /mnpicilina (200mg/ml) se dejó incubando toda la noche a 37°C. 

l·:n la caja crl!cicron colonias azules (no transfommdas) y blancas (transfomrndus), se procedió a tomar 

..:in.:.• colonias blancas pura posteriormente comprobar por PCR la presencia del gen en estus bacterias. 

De· las col<>nias positivas (blancas) se purificó el plásmido contenido en ellas (54) para secuenciarlo y 

"~' corroborar qu" d gen se encontraba sin alteraciones. /\ este plásmido purificado se le denominó 

l'\111-llSPl<>Eh. 

15 



Transfornr1c·. 
de células • ton 

contpetent •. 
BL21 es 

Figun• 6 

=--= -·-::=:".!''• .. 
~·-·--·--·--·--·-::.~= --

,,~~~~ ..._, --···· ~ -Mo .. _,_ ... 

llMB-llSP16Eh 
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El gen 1-ISP 16Eh fue recuperado del plásmido pMB-llSJ> 16Eh digiriéndolo con las cnzimus de 

restricción Bnml-11 y Ndcl (IOU). El vector de expresión pET23a fue digerido con las mismas 

enzimas de restricción. Se procedió a ligar el gen utilizando la enzima T-' DNA ligasn ( 1 OU) siguiendo 

el protocolo del fabricante (Figura 6). La construcción resultante se denominó pET/l-ISP16Eh. La 

clonación se confirmó por seeucncinción automática con los primer.; T7 (5'

CCCTATAGTGAGTCGTArrA-3') y HSPFTR (5'- GATCCG'ríAATATCAAC-3'). Se localizó un 

dcsfasamicnto de 2 nucleótidos en In región donde se liga el gen insertado con la región terminal rica 

en histidinas contenida en el vector de expresión. 

iii) Corrección del marco de lectura del phísmido llSl't6Eh/pET 

El plúsmido pET-1-ISPI 6Eh fue digerido con In enzima de restricción Hindlll que deja cuatro 

nucleótidos en cadena sencilla. Postcriom1cntc se incubó la digestión con la enzima Klcnow ( 1 OU) en 

presencia de los cuatro nuclcótidos trifosfatados para sintetizar la hebra complementaria (Figuro 7). 

Finalmente se circulurizó el plásmido con ayuda de la enzima T4 ligasa ( 1 OU). 

GGATCC 

CCTA.GG 

Sitio de 
reconocimiento 

de llindlll 

llindlll - G 1 GATCC 

CCTAG ¡a 

Figura 7 

Klcnow - GGA.TCGATCC 

CCTAG CTAGG 

Con este paso se añadieron cuatro nuclcótidos a la secuencia. La suma de estos cuatro 

nuckótidos con los dos nucleótidos que desfasaban In lectura del gen. da como resultado la adición de 

dns triplctes que codifican para dos aminoácidos adicionales que no fonnan parte del gen l-ISP16Eh 

p.:rn que son importantes porque corrigen el marco de lectura entre el gen llSP16Eh y la secuencia 

ck histidinas que <!I vcctor aporta y que son necesarias para la posterior purificación por cmmatografia 

d.: alinidad de la proteína expresada. 
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El inserto clonado· se volvió a secuenciar y se constató que se encontraba completo, sin 

alteraciones en el gen HSP16Eh y que In porción terminal de histidinns se encontraba en el marco de 

lectura correcto. Asi que se procedió n transformar células competentes pnra In expresión de In 

proteína. 

v) Trnnsformnción de bncterius competentes E. co/i BL-21. 

En condiciones de esterilidad se incubaron 12µ1 del vector pET-23n ligado ni inserto con 100µ1 

de bacterias competentes recién descongeladas. La mezcla se incubó por 20 min n 4°C, pasndo ese 

tiempo se calentó a 43uc por 3 min, se adicionó 1 mi de medio LB sin antibiótico y se incubó n 37°C 

por 45 min; posteriormente se centrifugó n 14,000 rpm por un minuto, se decantó el sobrcnadnntc y se 

rcsuspendió el pcllct con SO~tl. <le medio LB. se plnqucó una caja con medio LB/nmpicilinn 

(200mglml). se dejó incubando to<ln In noche a 37ºC, se picaron cinco colonia.~ y se comprobó In 

presencia del inserto por PCR. 

vi) Expresión del producto del gen llSP16Eh 

La expresión <le In proteína se llevó u cabo utilizando 0.2mM de lsopropil (}-D

Tiogaluctopyrnnosi<lo (IPTG). como inductor. Para los primeros ensayos de inducción, se picaron 

cuatro colonias de las bacterias transfommdns, se colocaron individualmente en lml de medio LB con 

200mg/ml de ampicilina y se dejaron crecer por una hora en agitación. Posteriormente, se sembraron 

los cultivos en cajas con LB/ampicilina 200mgfml y pnralclnmcntc en cajas con LB/nmp/IPTG; las 

..:ajas se incubaron toda la noche a 37·c. Los cultivos n partir de los cuales crecieron colonias en las 

c·aias LB/ampill'Tli fueron descartados. 

Se tomó una ch: las colonias que creció en LB/nmp pero que no creció en las cajas LG/nmp/IPTG 

y s.: inoculó en :!mi d.: medio LB/nmp (200mg/ml) se dejó crecer por cuatro horas (D.Oh0° 0.3) a 37"C 

.:on agitación constante (300 rpm) después de transcurrido el tiempo de incubación se adicionaron 2µ1 

de l l'TG IIVI y se dejó incubando n diferentes tiempos ( 1,2,3,4 h y toda la noche) en las condiciones 

anti. .. ~s descritas. 
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Para determinar la localización de la proteína en las células (fracción soluble o insoluble), se 

tomaron 2 mi de bacterias inducidas toda la noche, se centrifugaron por 30 seg a 14,000 rpm. Las 

bacterias se rcsuspcndieron en 500¡tl de buffer Tris 0.01 M pH 8.8 con 5µ1 de Na.-p-Tosyl-L-Lisina 

Cloromctil Kctona (TLCK 50 mg/ml) como inhibidor de proteasas. Las bacterias se lisaron alternando 

en hielo seco y a 37ºC tres veces por 3 min y por sonicución. Finalmente se separaron las foses 

centrifugando 10 mina 14.000 rpm. 

vii) Elcctroforésis del producto de In expresión del ~en llSP16Eh. 

Se preparó un gel SDS-PAGE al 12% (2ml. de acrilamida 30%, 1.25ml. de trisl.5M pH S.8, 

1.7ml. de agua, 50~1! de SDS 10%, 31.5µ1. de APS y 3.15¡11.de TEMED) (45) en la cámara 

elcctroforética (13ioRad, USA). 

Las muestras de la expresión de bacterias con IPTG se procesaron de la siguiente forma: se 

tomaron 100~11 de cada uno de los tiempos de evaluación de la expresión de las bacterias inducidas, se 

centrifugaron 30 seg a 14,000 rpm. El pellet se rcsuspcndió en 30~1! de buffer de muestra para geles de 

acrilamida (SDS 10%. Tris 1-ICI O.SM pl-16.8. !mi. de glicerol, 5.4ml. de agua destilada y 2ml. de azul 

de bromofcnol) y justo antes de cargarlas al gel, se hirvieron por 10 min. Se corrieron 10~11 de cada 

muestra por carril. los geles se corrieron a 1 SmA por aproximadamente 40 min. t>ara detenninar el 

peso molecular aproximado de las proteínas. se usó el nmrcador molecular de bajo rango (Roche, 

l lSJ\). 

Para el corrimiento de las fracciones celulares se tomaron 20µ1 de la fracción soluble y se 

adicionaron IO¡il de buffer de muestra. La fracción insoluble se rcsuspcndió en 100µ1 de buffer de 

mucstra de los que se tomaron 20 ~il para correr en el gel. Todas las muestra se hirvieron por 10 min 

_justo antes de ponerlas en el gel; como marcador molecular se usó el peso molecular de bajo rango 

(Bio-Rad, USA). 

Los geles se tiñeron con Azul brillante de Coomasie (0.25 gen 90 mi de metano! :H20-I: I, v/v y 

1 O mi <le ácido acético glacial) y se destiñeron con ácido acético glacial al 10%. 

19 



viii) Respuesta a estrés térmico en E. histolyticCI 

De un cultivo de 72 horas de crecimiento se tomaron 2.5 XI06 amibas de In cepa HM-l:IMSS 

para cada lote. Las amibas contenidas en tubos de 1.5 mi (Eppcndorf, USA) se incubaron a 37, 39. 41 

y 43 "C por 20 y 40 min. 

Una vez eslresadns las amibas, se purificó el RNA total de las mismas con ayuda del 1-ligh Purc 

RN/\ isolation kit (Roche, USA) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante (55). Posteriormente 

se sintetizó cDN/\ a partir del RNA purificado con ayuda del 1 st strand cDNA synthcsis kit para RT

l'CR tRoche. USA) siguiendo el protocolo descrito por el fubricante (56). Para comprobar que las 

muestras de RNA no estaban contaminadas con DNA se realizó un PCR con las muestras de RNA 

tola l. 

Se llevó a cabo unu reacción de PCR partiendo del cDNA sinteti7.ndo untcriormente utilizando 

los primcrs y el programa con el que anteriormente había amplificado el gen l-ISPl6Eh. Como control 

positivo se amplificó un gen Sjc 1 (GcnBnnk U66671) de E. histolytica obtenido en el laboratorio (35) 

con sus respectivos primcrs: JCPETF (5'-CATATGACTfATITGGAG-3') y JCPETR (5'

GATCCCCAAAGAAATCATCAAAATC-3'). Los amplificados se corrieron en un gel de agarosa 

al ! 'Yo. El resultado se analizó con el programa RFLP sean versión 2. 1 (Analytics, A Division of CSPI, 

MA USA 1994 ). Los datos obtenidos del analizador de imágenes se graficaron utilizando el programa 

rvticrosoli Excd 2000. 

Posteriormente el producto de RT-PCR se clonó en el plásmido pCR 2.1 (Invitrogen, USA) para 

sccuenciarlo y así corroborar que se trataba del gen HSPl6Eh. 

20 



111: RESULTADOS 

Aislamiento y seeuencinción tlel gen llSPl6Eh 

Se tamizó una librería de expresión de cDNA de E. histolytica con anticuerpos lgA provenientes 

de saliva de pacientes con absceso hepático (35). Una de lns clonas denominntln SAHA54 se utilizó 

como sonda para tami7~'lr una librería gcnómica J..ZAP de ln que finalmente se obtuvo el plásmido 

p54G2 cuyo inserto se secuenció en su totalidad. 

Además del gen completo de la ciclofilina (36), también se obtuvo 241 pb río arriba el gen 

completo de una proteína que comparte un 10% de identid11d y un 48.9o/o de similitud en sus 

aminoúcidos con el dominio a-cristalino de las proteínas pequeñas de estrés. 

Se trata de un gen de 417 pb que codifican 139 aminoácidos. El peso molecular esperado de esta 

proteína es de 16 kDa. aunque por la naturaleza <le esta familia de l ISP, se puede asociar con otros 

monómcros de la misma proteína para formar estructuras <le mayor peso molecular. Los aminoácidos 

relacionados con el dominio a-cristalino están subrayados en la secuencia completa del gen llSP16Eh 

(Figura 8). 

Cahc mencionar que en protozoarios no se había reportado alguna secuencia de proteínas de In 

t<nnilia sHSl'. En este trabajo se presenta la primera secuencia de una protelna sHSP reportada paro E. 

lzis111!1·tica y para protozoarios en general. La secuencia del gen HSP16Eh se puede encontrar en el 

l;cnllank con el número de acceso AF498649 

21 



Secuencia complctu de nuclcótidos y aminoácidos del gen llSPl6Eh 

-ctaataaac 

atgcactcacaagcacttgtaagaccaacaccatttaatccatttattcaacaa 

M H S Q A L V R P T P F N P F I Q Q 

caacgtaatcaaaaaatatttgttgatggaaaaggaacaggacattgggcacca 

Q R N Q K I F V D G K G T G H W A P 

gaaatttgggaaccaccatgtgaattacttgaagcagaacagatttatttatta 

W E E I P P C E L L E A E Q I Y L L 

aagttagaagttccaggtattgataaaaaaacattaagtgttaaatatgcaaat 

K L E V P G I D K K T L S V K Y A N 

aattgggttgttataacaggaactagacaagttgaaggtaaaatagaatttaca 

N W V V I T G T R Q V E G K 1 E F T 

gaatttttatatggtacttttagaagagaaattcctcttccaactgatgttgat 

E F L Y G T F R R E I P L P T D V D 

ggagaaaaaattaaagctaagtatcaagatggaatacttgctgttgttattcca 

G E K I K A K Y Q D G I L A V V I P 

agaaatctccaatgggatgggtaaaagttgatattaactaa 

K K S P M G W V K V D I N 

Fi¡.:ur:1 8. Secuencia complctu del gen llSP16Eh. El dominio a-cristnlino se encuentra subrayado. 
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La secuencia fue sometida a un llJlálisis de BLAST (Bosic Local Alignrnent Search Tool). El 

resultado indicó que el gen HSP16Eh tenla alta homologia con proteínas sHSP. Se tomaron lns siguientes 

secuencias del GencBank porque corresponden a los genes más parecidos al gen HSP16Eh: Th#!rmotoga 

marítima (No. de acceso GenBank 072385), BradyrhiuJhium japonicum (CAA05837), Aquifex aeo/icus 

(A70411).Syncchococcus vulcanus (BAA32501), Schizosoccharomyces pomhe (T41736), Pyrococcus 

abyssi (075157) y el gen HSPl6Eh de Entamoeba histolytica (AF498649) El alincumicnto se llevó a 

cabo utilizando el programa Multalin Protcin Sequcnccs (NPS@.2000, http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi

binlnpsa_automat.pl?page=INPSNnpsa_multalin.html) (figuro 9). 

Figura 9_ Alincamienlo múltiple de la scc:ueneia de aminoicidoa del aen HSP16Eb o:on divo:nas 
secuo:neias homólogas referidas por BLAST como genes de protdnas de estrés de bajo peso 
molecular (sHSP) 

Entamoebd 
Synechococcus 
Thermot:oga 
Aquifex 
Pyrococcus 
Bradyrhizobium 
Schi:zo3acchdromyces 

Entamaeba 
Syncchococcus 
Thermat:og.,;, 
Aquifex 
Pyrococcus 
Bradyrhiz.obium 
Schizosaccharomyces 

Entumoeba 
Synt~1..~hococcus 

1'/Jermot:oga 
Aqu l fex 
f'VTC1COCCUS 

B~.1dyrhizobium 
Scili:::osacchdromyces 

MllSQALVRP- -- ----------- -'l'l'-!-""NPFIQQ:¿H-NOKI fVDGKGTGHWAPEIWE- l'P 
MAI,VRWE------------------P-FREIOAIOPQMNRLFDELIPLTERRSOLSFLPA 
MLLGRREDI------------------r·RPFRELC•HEIDRLFDDFFRTEVRPAKEFFAi'O 
MDRRSMIVWR---------------P-FEEVERLRHDFERLLEEEVPR--RAEQETLVl'P 
MVRRRRWDIWDPFDIIREIQEEIDA-MFDEFFSRPHLWTYRRWREPEVYEESREVWREl'F 
Ml\1,RELIPWNNGSRNLPARRTEVDNPFLSLHREHNHLFDDV>.RGVDIGOFAPPATHGWl'S 
M-L----------FDAFTNGFMNDIFEFGDRSKFNR-------------SAWLSCWG-PI\ 

Ct-.::LLFAEQI YLLKLEVPG r [)Kh""TLSVKY ANNW'\ VI TGTnOVEGKIEF-- ----TF.FL Yar 
AELEETPEALLLKVEL PGHDPI' DIOVQ\.'T AEAVS r:; GERKS r:TKTETEGMKí~-T EFRYGK 
MDVYE'rDOEVVI EV~:I PGI riRKDVKIT'v'EENI LKI SGEKr:LEREQ!\GKNYYY-VEPSA1:;!( 

VEVYETDKEVVI KMllL PL-vKKEL1I EIT\.'KEN/\ VHVRA.ERKEEKE.EhTENI I H-1\t-:h FYt:..=v 
VDI FDRGDEFVVIAEI. PGVRKEL•I KVRV'TEDS\.'Y'I: EA.TVRREKELEEEGAVH- I Er.-Y·1 SG 
VEFNETOKEVKVIAE L PG I EQt-; ['VEVELADGVLT I .SGEKKS ETKDKERRF- --S F.f'.YYGR 
LELRF.TEDTI EVDVEVpc; l fl l~QNLKVDLHGSKLTI ~; G ER t-:KPE:-:EKA.GPLI PWS EBCVt-:.J\ 

Dominio a-cristalino 

FRREI PLPTDVPGEKI }J\KYQDGI LAVVJ PKKSPMGWVKVDIN- --
FQRVI PLPVRIQNTSVKJ\EYKD<~I J.HLTLí'KAEE>:1'~RVVKVSLA-
FEnAI RLPOYVDVEKI Kl\EYKN CVLT l RVl' KKEERKKKVI EVEVQE
I EH.VI E' LPVEVPPEl\.A&'\KYENC:Vl.EI RI f'h"VHVI..:l'\EKKI KLA.---
YRRVI RLPEEVI PEKA¡~'\KYNNG\'LEI Rl I'KKQPT¡OKEGEGFEVKI E 
FERRl PV· f\OVDQDhVAJ\SFK!X'1 LTVTLPKSPTEQRKVKRIJUNGK 
FSRTITLPQPVDEKLillASLNNGl LS,VKKKKNPEFTTRIVEIQ---
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Expresión del gen llSl'l6Ell en el vector de expresión p_ET. 

El gen HSP l 6Eh se clonó en el plásmido de expresión pET23a. l..as células que se usaron para Ja 

expresión son conocidas como 131..21 plys. 

Después de Ja transfonnación de las bacterias se comp_robó In presencia del gen HSI' l 6Eh por PCR 

(figura 1 O). 

564ph 

Figurn 10. Gen llSPl6Eh mnplilicado por PCR a 
partir del plásmido pET/HSI' l 6Eh. De izquierda a 
derecha se encuentra el marcador molecular A-
l limllll. el amplificado de Ja colonia 111 y el 
amplificado de la colonia 112 (positivas). La flecha 
señala Ja banda correspondiente a 564 pb del 
marcador molecular 

Posteriormente se indujo Ja expresión de In proteína adicionando 2mM de IPTG. Las células se 

in~ubaron con agitación constante a 37ºC. 

Durante la inducción hubo una expresión máxima entre las 2 y las 4 h después de haber adicionado 

Jl'T<i. La inducción mostró una banda que se encuentra cercana a los 21.5 kDa que es relativamente 

cercana al peso molecular esperado de 20kDa debido a los aminoácidos adicionales que aporta el phísmido 

a Ja pr<>tdna para facilitar su purificación. 
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Figura 11. Sobre expresión del producto del gen llSl'l6Eh en bacterius BL-21 

transformadas con pET/HSP16Eh. La figura muestra la banda correspondiente a la proteína 

inducida cercana a la banda de 21.SkDa del marcador molecular (PM). La inducción se llevó a 

cabo entre las 2 y las 4h posteriores a la adición de lPTG. 
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Para detenninar en que fracción del lisado se encontraba la proteína, al terminar la inducción se 

lisaron las bacterias, se separó por centrifugación la fracción soluble (citoplasmática) de In frncción no 

soluble (membranas) y se corrió un gel SDS-PAGE al 12% (figura 8). 

F. insoluble F. soluble No inducida PM 

21.SkD. 

•& 
-~' 

Fi~ura 12. Electroforesis de las fracciones celulares. Como se puede observar en el gel, la 

prnt<:ina se encuentra mayoritariamente en la fracción soluble de las bacterias. Se puede notar una pequei\a 

l'<'rcilin en la fracción no soluble (membranas) Se ha reportado que las HSP también pueden estar 

aS\H..:iadas a ln 1ncn1brana pero en n1cnor proporción. 
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Inducción del gen llSPJ6Eh en E11tamoeba /1i~tnlytica por estrés térmico 

Se tomaron SX\06 amibas de 72 horas de crecimiento y se sometieron a diferentes temperaturas 

(37.39,41 y 43 ºC). Posteriormente se extrajo el RNA total de las muestras. Se sintetizó cDNA a partir del 

RN/\ purificado y se realizó un PCR con los primers del gen HSP\6Eh. También se realizo el PCR a partir 

<k RN/\ para comprobar que las muestras no estaban contaminadas con DNA genómico (Figura 13). 

(i.:n llSl'16Eh RT-l'CR 
clJNA 

< t ..... ' • , .... ~· ~ ~' - , 
'"n] 

·,_ .~ .... .-r&t&. ,,;:- -•.i • ~ ~-~ ~ 

"C 37 39 41 43 37 39 41 43 

li1..·n Scj 1 
RT-l'l"R 
cDN/\ 

-----_. ............ -
"(. 37 39 41 43 37 39 41 43 + 

Fi~ura 13. lmlucci<in del ~en llSPl<>lch 

PCR 
RN/\ Control negativo 

37 39 41 43 37 39 41 43 

l'CR 
RNt\ 

Control nc:gativo 

37 39 41 43 37 39 41 43 

en E. llistolytict1 por estrés térmico. Las 

intensidades de las bandas del RT-PCR se correlacionan din.-ctamente con la expresión del RNA 

mensajero de \-ISP\6Eh a las diferentes temperaturas a las que fueron sometidas las amibas. 
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La fotografia anterior fue analizada por el programa RFLP sean versión 2.1 (Analytics, 

A Division ofCSPI, MA USA 1994). Los resultados se presentan grnficndos 11 continuación. 

~---------------------------~ 

RT-PCR20" 

0.5 

T..._....,. 
("C) 

g 1.;l 
o+----..----..---.....------. 

2.2 2.3 2.4 

Rf 

2.5 

RT-pCR40" 

2.6 

g 1.;1 
0.5 a 9 

1 
3 

0-1----.-----..---....------. 
2.2 2.3 2.4 

Rf 

2.5 2.6 

Figura 14. Gráfica de la densidad óptica (DO) de las bandas con-cspondicntcs al amplificado del 

gen HSP16Eh expresado por estrés calórico en trofozoitos de E. llistolytica. La densidad óptica de 

las bandas incrementa conforme la temperaturas se eleva. 
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En In siguiente gráfien se observa que In densidad óptica de las bandas se incrementa confonnc 

la temperatura se eleva (37-41 ºC). Esto también se relaciona directamente con el incremento de la 

éxpresión dd RNA mensajero del gen llSP16Eh en condiciones de estrés tém1ico. 

40 min. 
240 

200 

160 
o 
c:i 120 

80 

40 

0+-~~~~.-~...-~~~~.-~""T""~"""T~--. 

i 36 37 38 39 40 41 42 43 44 

L ____ ----- TEMPERATURA ºC 

Figura 15. Gnífica del incremento dt.• 1:1 dcnsid~Hl úptica de las bandas del 

amplificado del gen HSP16Eh con respecto a la tcmpenltura a diferentes tiempos. 
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DISCUSIÓN 

En el presente trabajo se logró caractcri7.ar el gen l ISP16Eh que codifica parn una proteina de 16 

kDa en E. lristolytica. Usando el programa ProtParam Tool (ExPASy. 2002) se estimaron los 

siguientes parámetros lisicoquímicos: el punto isocléctrico (Pi) de esta proteína es de 7.81. el 

coeficiente de extinciún a 280nm es de 27880 M/cm lo que corresponde a una absorbancia de 1.753 y 

se estima que la vida media de esta proteína in vi1•0 es de 1 O horas. Al analizar la secuencia de 

aminoácidos de dicho gen se encontró que companc en promedio un 48.9 °/o de similitud y un 10°/o de 

idcntidnd con el dominio ex-cristalino altamente conservado de proteínas de las s11SP(9, I 0). 

El dominio ex-cristalino es una porción homóloga conservada en proteínas pcnenecicntcs a la 

familia de las si ISP. Se denomina dominio ex-cristalino ya que fue camctcrizado en célula.~ del 

cristalino ocular en mamíferos ( 15). Este dominio estu muy rclacionudo con lu fonnución de 

oligómeros homogéneos estructuralmente funcionulcs. En dicho dominio se tienen aminoácidos 

conservados como: 1'76. G77, R122. Al37. 0142. Ll44 y KISO (respecto a lu secuencia ulineada de 

U .japonic11111) <¡ue se encuentran presentes en el gen HSP 16Eh de E. histo~1·1ica. Estos aminoácidos 

d..:terminan la ..:stabilidad de la proteína monomérica ( 10) y también intervienen para que la proteína 

forme complejos funcionales multiméricos funcionales en condiciones normales y de estrés (13). En 

estudios realizados en Drosophila melcmoKCIS/er, se ha rcponado que mutaciones en esta región 

eliminan la capacidad de la proteína para proteger a la célula en condiciones de estrés (37). 

La si ISPs son un grupo de proteínas que r..:cicntcmcnte han cmpe7~1do a ser estudiadas y 

cm..:ndidas. La estructura de estas proteínas así como nuevas funciones de las proteínas HSP en 

g.cneral han sido definidas en estudios relativamente recientes (9.10). Así se ha logrado comprobar la 

participación d.: l ISP .:n eventos inmunológicos prointlamatorios (21 ). activación de células T (23.24) 

y la pn:scntaci<111 de antígenos (22} por mencionar algunas funciones. Las HSP tambi~n se han 

'"ociado con focton:s de virulencia como en la bacteria Listcria, factores de diferenciación en 

prlltozoarios parúsitos como Leislrmcmia mqjor y Trypanosoma brucci (26.33) y en el cnquistamicnto 

dL· procariolll.:s. cucariont..:s y anrópodos ( 1.17 .27) 

Las protL·inas pcquei'ias de estrés se han caracterizado principalmente por evitar el agrcgamicnto 

d.: proteínas desnaturalizadas y por conferir tcnnotolcrancia de bacterias in l'il'o (11.12). Sin embargo 

el conocimiento que se tiene de esta familia de HSP es aún escaso. Se ha reportado que las sHSP 
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evitan la degradación de RNAm durante la maduración de las semillas de tomates (37) y durante la 

maduración de embriones de alfalfa (37) así como también se hn relacionado la expresión de estas 

proteínas en arreglos citomorfológicos como la polimcri:t~'lción de nctinu (37). En protozoarios el 

conocimiento de la función de esta clase de proteínas es nulo. Como se mencionó anteriormente, este 

trabajo presenta la primera secuencia reportada para E. histo/ytica y protozoarios en general. No se 

han reportado estudios que relacionen a las proteínas pequeñas de estrés con las muchas otras 

funciones que ahora se les atribuyen a las J-ISP de mayores pesos moleculares porque aun no se hnn 

realizado los estudios necesarios. 

Hasta ahora, en E. histolytica sólo se han rcportudo dos 1-lSPs: HSP60 y HSl'70. Con la HSP60 

de E. histolytica se rcnlizuron estudios evolutivos por In presencia del crypton (organclo relacionado 

con la mitocondria) en este organismo (38) y In relación de l lSP 60 con este organclo. Respecto u In 

1 ISP70 adenuis de estudios lilogcnéticos ( 18) y de reportes de una respuestn inmune especifica en 

pacientes con absceso hepático (25), se hu hecho el único estudio que reporta una respuesta a estrés 

tén11ico en el género Entamocba que relaciona ni estrés tém1ico con el cnquistumicnto de E. in\'adcn.,· 

y sugiere una relación semejante en E. histolytica.(21) 

No es de extrmiar la participación de proteínas de estrés en eventos de diferenciación en 

protozoarios. Las proteínas 1 lSP en general udcmás de expresarse en condiciones de estrés también se 

expresan constitutiva1m:nte como asistentes de plegamiento o chaperonas (37) que además de ayudar a 

plegar a las prutdnas recién sintetizadas también uyudan a transporturlus a donde seun requeridas. Se 

ha reportado que las l lSP también interaccionan con factores nucleares que intervienen en la 

dikrenciación celular (28.29). 

También hay que considerar que en ciclos de vida complejos como el de los parásitos, los 

m¡!anismos deben adapturse rápidamente a cambios en las condiciones químicas, lisicns o biológicus 

,·ari,111tes ya que de eso depende la sobrevivencia del organismo y el éxito de In infección. Este 

pni~eso de adaptación debe ser rúpido yu que, adicional al cambio ambiental que experimentun los 

<>rg,111ismos dentro de su hospedero, este también debe combatir o evitar al sistema inmunológico. 

J\I expresar el gen HSl'l 6Eh en trofozoítos de E. histolytica por estrés térmico detallamos 

lig..:ramente la respuesta a estrés culórico en este organismo. Los trofozoítos se sometieron a 
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temperaturas similares a las que su hospedero podría experimentar en un evento inmunológico (Ej. 

fiebre). Como muestran los resultados, la expresión del mensajero se incrementa confomte se aumenta 

la temperatura llegando a un máximo a los 41 ºC aproximadamente (figuras 1J,14 y 15). 

Utilizamos altas temperaturas para inducir el producto del gen HSPl6Eh in \'ilro ya que las 

proteínas de estrés han sido ampliamente caracterizadas bajo este p:m\mctro (J0.31 ). Sin embargo 

estas proteínas también pueden ser inducidas in \'ivo e in \'Ílro con otros estímulos fisicos o químicos 

(43). Seria interesante comprobar la inducción de estu proteína bajo otrns condiciones como cambios 

osmóticos y oxidativos que son variantes que naturalmente se presentan en el colon. 

El enquistamiento es una estrategia que algunos organismos utilizan para sobrevivir a ambientes 

hostiles. En el caso de E. hi.wolytica, además de ser el medio por el cual sobrevive a la desccaci6n 

también es una herramienta para invadir a otros organismos y diseminarse entre la población. Aunque 

todavía no se tiene claro el mecanismo que activa el enquistamiento en E. histolytica, ya que aún no se 

ha logrado obtener quistes en cultivo, se ha sugerido que la respuesta a estrés y el enquistamiento 

tienen alguna n:lación en organismos parásitos del mismo género (27). 

La caracterización y purificación del producto del gen HSl'l6Eh nos proporcionará una 

herramienta para detallar la respuesta a estrés en E. histolytica de las proteínas pequeñas de estrés, que 

pueden arrojar resultados novedosos ya que a In focha no se tiene reportes al respecto. 

En este trabajo se obtuvo In construcción del phismido pET/HSl'16Eh con el que se logró 

transformar bacterias competentes BL-21. La inducción rccombinante se obtuvo después de J hora.~ de 

incubación con IPTG (figura 11). De las bacterias inducidas se sepamron las fracciones celulares por 

centrifugación y se observaron en un gel SDS-PAGE (figura 12). En este gel se muestra que In 

proteína expresada se encuentra en la fracción citosólica (fracción soluble). Este ensayo se llevó a 

cabn para determinar que porción del lisado se iba a utilizar para proceder a In purificación por 

c<>lumna de alinidad. Este ensayo se llevó a cabo en bacterias inducidas. sin embargo. se esperaría un 

n::-.ultado si1nilar en mnibas por la naturaleza de las proteínas de estrés. 

l'or el momento ya se ha estandarizado la técnica para inducir al gen llSl'l6Eh. Se 

pn.:tcndc obtener suficiente proteína para hacer ensayos de funcionalidad del producto del gen 

llSl'16Eh. 
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CONCLUSIONES 

De este trabajo se concluye que el gen HSP 16Eh del genoma de Entamoeha hisflJ/yticu codifica 

para una proteína que comparte un-48.9% de similitud y un 10% de identidad con el dominio a.

cristalinas de las proteínas pequeñas de estrés. La secuencia de mninoácidos indica que el producto de 

este gen tiene una masa de 16 kDa. un punto isoeléctrico de 7 .81 y un coeficiente de extinción molar a 

280 nm de 27880 M/cm. 

El alineamiento múltiple que se llevó a cabo con otras proteínas de la misma familia. indica que 

este gen se parece más al gen homólogo de la eianobactcria tcrmólila Sy11echococc11s v11/can11s que a 

cualquier otra. incluyendo secuencias cueariontcs. 

Se obtuvo la construcción del plúsmido pET/HSP l 6Eh con el que se transformaron bacterias 

BL-21 competentes. Se logró la expresión del producto del gen HSP 16Eh clonado en BL-21 después 

de 2 horas de incubación con IPTG a 37°C y agitación constante a 300 rpm. La protcina expresada se 

localiza en la fracción citoplasmática de las células inducidas. La purificación del producto de la 

expresión cstit en proceso. 

De los experimentos realizados in vilro en trofozoltos E. histolytica se concluye que el gen 

l ISI' ! 6Eh se expresa en condiciones de estrés térmico, mostrando una máxima expresión de RNAm a 

lns 41"C. 
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GLOSAIUO 

Absceso: Lesión localizada en tejidos u órganos caracterizada por inflamación 

Adhesinu: Protefnn mcmbmnnl que media In adhesión de una célula a una superficie o a otra 
célula. 

Amnstigote: Estadio del ciclo de vida de Leishmania spp. que se carnctcri:r.a por ser 
intrncelular (célula blanco: mncrófngos) y nflngelado. 

Apo11tosis: Muerte celular programada 

Artritis reumntoide: Inflamación gencmlizada de arterias, arteriolas y articulaciones; causa 
fibrosis y constricción del tejido afectado. 

Curiosonm: Cuerpo central en el núcleo celular que puede contener una masa de 
hctcrocrotnutina. 

Citocinn: Molécula soluble producida por células que orquestan In respuesta inmune 

Coeficiente de extinción: Absorción relativa de un compuesto por unidad de concentrnción 
( 1 gr/mi) 

Cos111011olita: De distribución mundial. 

Cromatina: Red de libras nucleares formadas de DNA y complejos proteicos 

Endémico: Que está presente o usualmente prcvalente en un i\rca geográficu o población. 

Enfermedades autoinmuncs: Enfermedad causada cuando un individuo produce una 
reacción inmune contra sus propios tejidos. 

Enfermetlnd tic Crohn: Enfermedad inflamatoria crónica que afecta el intestino. 
comúnmente la parte terminal del lleum. 

Enlaces iúnicos: Ocurren entre grupos químicos que tienen cargas opuestas. 

Enzimas tic restricción: Enzimas que cortan en un sitio especifico al DNA por el 
reconocimiento de una pequeña secuencia. 

Fagémido: Fago que contiene un plásmido en su genoma el cual puede liberarse. 
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Fuci-.1.11s de V:m dcr \.Vu11ls: Se lleva a cabo a distancias muy reducidas. Intervienen fuerzas 
ligeras atrayentes entre átomos o moléculas. 

Fuci-.uis hidrofóhicus: Atracción por la porción hidrofóbicn o no polur de unu molécula que 
provoca su ugrcgación o confinamiento n sitios carentes de moléculas de ngua. 

~GcnH:mk: 13use de dalos computarizada de todos los genes reportados. 

Klcnow: Enzimu que posee uetividad de DNA polimerasa y de exonucleasa en sentido 3'-5'. 

Leucocitos: Células sanguíneas nuclcadas, sin color 
inmunológicos. 

involucrada.."> en procesos 

Librería de cx11rcsiím: Grnpo de fragmentos de DNA codificantc clonados en vectores que 
juntos representan un genoma completo. 

Librería ~cn6micu: Grupo de fragmentos de DNA genómico clonados en vectores que 
juntos representan un genoma completo. 

Lupus critcnrntoso: Enfermedad autoinmunc en In que se prcsentu inl1amnción crónica. Se 
caracteriza por manchas en la cara y otras partes del cuerpo. Se involucra tejido conectivo y 
vn..o;cular, acompañado de anormalidades scrológicas. 

Monocitos: Leucocitos agrunulados con núcleo ovoidal. Células precursoras de macrófagos 
(células inmunes fagociticas) 

l\1orhilidad: Se considera a este como el estado enfcnno de un individuo. Rango de la 
enfermedad en proporción al número de personas enfcrn1as en una comunidad con relación a 
un agente infeccioso. 

l\1m·talidad: En Parasitología se considera como la proporción de muertes en una población 
cspccitica a causa de un agente infeccioso. 

Ostcoclastos: Célula alargada multinucleada que reabsorbe activamente al tejido óseo. 
Macrófagos del tejido óseo. 

l'CR: (l'olymcrase Chain Rcaction) Técnica en la cual con ciclos de desnaturalización. 
alineamielllo de un primer y extensión con la enzima DNA polimcrasa, se amplifica el 
número Je copias de un segmente de DNA por> 106 veces. 

l'hísmido: DNA circular extra-cromosoma! con replicación independiente al genoma 
principal. 

l'rcvalcncia: Proporción de la población infectada (referente a datos de infecciones presentes 
o pasadas) en un tiempo determinado. 
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Primer (iniciador): Pcqucila secuencia de DNA o. RNA que se alinea con unn hebrn del 
DNA. Provee el 3'-011 libre que reconoce In enzima DNA polimerosa para iniciar In síntesis 
de la cadena de deoxinucleótidos. 

Promustigntc: Estadio extracclulur flagelado del ciclo de vida de Leishmania spp. que se 
cncucnlru dentro del insecto vector. 

Protein11 chuperona: Proteína requerida paro el ensamblaje y el plegamiento correcto de una 
proteína recién sintetizada. 

Puente de hidrógeno: Unión clectrostálica débil que se forma entre un úlomo de hidrógeno 
parcialmcnlc cargado negativamente con otro átomo de hidrógeno parcialmente positivo. 

Puente disulfuro: unión entre dos átomos de azufre como rcsuhado de la oxidación del 
grupo sulfhidrilo (Sil) de dos cistclnas. 

l'untn isocléctrico: Condición en la cual una sustancia tiene una carga neutra. 

Pscudopodio: Extensión eitoplasmática contráctil. 

Quitina: l'ollmero lineal muy resistente formado a partir del monómcro N-
Acetilglueosamida (GlcNAc) 

RT-l'CR: (Reverse Trnnscriptase Polymernse Chain Reaction) Técnica que convierte RNA 
mensajero en DNA codificante con ayuda de la enzima reversa lrnnscriptasa para después 
poder amplificarlo por PCR. 

Sonda nrnrcudu: Fragmento de DNA marcado con rndionclividad (l'l2
) o con grupos 

químicos que <lyudan a locali7Aºlr un gen o secuencia en el genoma completo. 

Sonic11cii111: Proceso por el cual una solución (moléculas, células, virus, etc.) es separada o 
lisada por la exposición de ondas sónicas de alta frecuencia. 

T4 DNA ligusa: Enzima proveniente del bacteriófago T4 requerida para formar enlaces 
fosfodiéstcr que une a dos bases adyacentes en una secuencia de nuclcótidos. 
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