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Resumen

La existencia de organelos como el reticulo endopldsmico (RE) y aparato de Golgi,
componentes de la ruta secretoria de E. histolytica es un tema atin en debate. Sin
embargo, se han identificado actividades enzimdticas asi como diferentes marcadores
molectlares amibianos involucrados en la glicosilacién, trdfico de protefnas y transporte
vesicular en eucariotes. En el presente trabajo, se describe un nuevo protocolo de
fraccionamiento subcelular, asi como la caracterizacién de fracciones subcelulares de
trofozoitos de E. histolytica utilizando como marcadores especificos las actividades
enzimdticas de Dolicol-fosfato-manosa sintetasa (DPMS), N-acetil-glucosaminil
fosfotransferasa/N-acetil-glucosaminil transferasa (NAGPT/NAGT), y los marcadores

moleculares de RE, Secé1 o y STT3, en gradicntes isopicnicos de sacarosa.

Se estandarizé un nuevo protocolo de fraccionamiento subcelular de L. histolytica. Este
protocole permite una separacion fina de los componentes amiblanos y permite darles
seguimiento. Nuestros resultados indican que las actividades enzimaticas tipicas de RE se
enriquecen en fracciones con densidad de flotacién entre 112 - 1.15 g/ml. Los
marcadores moleculares presetaron una distribucién mds amplia que las actividades
enzingiticas y se detectaron entre los 111 a los 1.2 g/mil, resultados que concuerdan con la
distribucion encontrada por microscopia confocal anteriormente en nuestro laboratorio.
Estos resultados hacen pensar que en la amiba pudiera existir un mecanismo de secrecién
de proteinas similar al modelo de maduracién de cisternas descrito para el aparato de
Golgi de algas verdes.
!

Ademds se hizo una comparacién entre amibas provenientes de lineas celulares en cultivo
y de absceso hepdtico axenizadas, entre las cuales no se observaron diferencias en la

distribucién de estos marcadores moleculares.




Introduccién
1. Entamoeba histolytica

1.1 Amibiasis

Entre las 24 grandes enfermedades o complejos de enfermedades del mundo en

desarrollo, la amibiasis ha sido clasificada en la posicién decimocuarta y es causada por

Entamoeba histolytica, protozoario pardsito que se hospeda en el lumen del intestino
grueso humano. La amibiasis invasiva es un problema de salud ptiblica mund]pl.‘ la
infeccién es endémica y ocurre tanto en los paises desarrollados de clima templadd o frio,
como en los paises tropicales en vias de desarrollo; sin embargo, es mds frecuente en estos
tltimos.  En 1989, la incidencia mundial de infeccién por E. histolytica fué estimada en el
12% (Martinez Palomo, 1989) y desde 1986 se consideré6 como la tercera causa de
mortalidad debida a enfermedades parasitarias (despuds de Malaria y la Esquisostomiasis},
con un estimado de entre 50,000 Y 100,000 muertes por afio (Walsh, 1986). En 1994 se
calculaban so millones de personas infectadas, de ellas habfa un millén en México donde
se reportaban 1000 muertes anuales debidas a amibiasis (Caballero-Salcedo et al.,1994).
Para 1996, las encuestas serocpidemioldgicas en México estimaban que 8.3% de los
individuos eran seropositivos, representando un atumento de 2 - 2.5% en 10 afios (Carrero

y Laclette, 1996).

1.2 Biologia

La Entamoeba histolytica (Phylum: Sarcomastiogophora; Subphylun: Sarcodina; Superclase:
Rhizopoda; Clase: Lobosea; Orden: Amoebida; Suborden: Tubulina; Familia:
Entamoebidae; Género: Entamoeba) estd incluida deniro de las siete especies de amiba
que se consideran habitantes comunes del tracto intestinal humano siendo la tinica de
importancia médica. Cuatro pertenecen al género Entamoeba: E. histolytica, E.
hartmanni, E. coli y E. dispar. Las otras tres especies representan diferentes géneros:
Endolimax nana, lodamoeba bueischlii, y Dientamoeba fragilis, aunque se considera a esta

tltima como un flagelado aberrante. Durante mucho tiempo se considers que como




comensal, la E. histolytica no producia signos o sintomas en personas que presentaban lo
que se conoce como Amibiasis Luminal. Las amibas virulentas invaden la mucosa intestinal
y producen disenteria y amebomas; a través de lesiones que la comunican con el torrente
sanguineo, se pueden difundir y causar lesiones extraintestinales como los abscesos
hepéticos, causando amibiasis invasiva. Ahora se sabe que los diferentes cuadros los
producen amibas de distintas especies aunque morfolégicamente idénticas: E. histolytica es
el patogeno responsable de causar Amibiasis Invasiva y E. dispar quien es un comensal del

intestino (Martinez Palomo, 2000; lackson, 1998; Espinosa-Castellano et al., 1998).

1.3  Ciclo devida

Aunque el hombre es el tinico hospedero, el ciclo de vida de E. histolytica no ha sido
estudiado en humanos. Sin embargo, la descripcién del ciclo estd basadaenestudlos ;
realizados en monos y se ha extrapolado al humano (Dobell; 1928). El cikclo,,qué?iﬁ'ic:ia al
ingerir quistes presentes en agua o alimentos contaminados, compreh'de cuatro estadios
consecutivos: trofozoitos, prequistes, quistes y formas metaquisticas. Los trofozoitos, o
forma replicativa, son los que producen el cuadro patolégico al infectar la mucosa del

colon; es un protozoo pleomérfico, de

10 a 6o um de didmetro, se multiplica
por fisién binaria y se enquista, \

. . Multiplicacién y

produciendo quistes tetranucleados / fisin binaria

tipicos, después de dos divisiones Trofozaitos
HOMBRE

nucleares sucesivas  de quistes
Metaquiste

(Desenquistamiento)

uninucleados. De cada quiste emerge Enquistamiento

Quiste maduro

una sola amiba  metaquistica

tetranucleada, que produce a su vez

Quistejmaduro
AMBIENTE EXTERNO

ocho trofozoitos uninucleados después

de su divisién. Los quistes aparecen

Quiste inmaduro

cuando las condiciones de viabilidad
para el trofozoito son desfavorables. Al
transformarse en quiste, la amiba

Figura 1. Ciclo de vida de I histolytica




elimina los nutrientes y adquiere una forma esférica para constituir un prequiste
mononucleado. Al madurar, el quiste se recubre con una resistente membrana externa y
el nicleo se divide. Los Quistes inmaduros contienen dos nticleos; los maduros, que miden
entre 10 y,18 um kdérdiai“metro,mienen cuatro niicleos (Fig. 1) (Martinez Palomo 1989;

Martinez Palomo 20005 Jackson, 1998).

1.4 Bioquimica

Bioquimicamente, E. histolytica presenta un metabolismo que no asemeja al de los
eucariotes mds complejos sino mds bien al de los procariotes. Por ejemplo, carece de
hemoproteinas, glutatién, ciclo de Krebs, via colateral de las pentosas y su glicélisis no est4
regulada alostéricamente. Es un acrobio facultativo que carece de mitocondrias y cuyas
enzimas glicoliticas son similares a las de bacterias. No cuenta con citocromos, sin embargo
los electrones se transfieren de sustratos reducidos al oxigeno a través de acarreadores
como flavinas y centros de Fe {no hemo). No hay catalasas, peroxidasas u otras enzimas
con grupos hemo, no obstante, el trofozoito puede vivir en una atmésfera de hasta 5% de
oxigeno. Los carbohidratos son la principal fuente de energfa. El catabolismo de la glucosa
se caracteriza por la degradacion a través de la via de Embden Meyerhof en la que el
lactato no es el producto final -sino el etanol y el CO,- vy no se ha reportado que exista
una lactato deshidrogenasa. El pirofosfato ha reemplazado al ATP como fuente de energfa
en varias reacciones glicoliticas (Martinez Palomo, 1989; Martinez Palomo, 2.000; Carrero

etal., 1996).

1.5  Organizacion celular _

A nivel celular, el trofozoito de E. histolytica es un eucariote primitivo porque carece de
los siguientes componentes citoplasmdticos: citoesqueleto estructurado, microttibulos
citopldsmicos, aparato de Golgi y reticulo endopldsmico (RE) bien desarrollados,
mitocondrias y peroxisomas. Presenta una poblacién heterogénea de vacuolas con tamafio
(0.5-9.0 um de didmetro) y forma diversos, cuya (uncién ha sido asociada a una alta
actividad fagocitica. E. histolytica no es el tinico protozoario que carece de estructuras

citoplasmaticas, algunos protozoarios como Giardia lamblia y Vairimorph necatrix también
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carecen de estructuras tales como las mitocondrias (Martinez Palomo, 1989; Martinez

Palomo, 2.000; Carrero etal., 1996). = .-,

A nivel de microscopia electrénica eﬂhristrblré'g'fé no se han encontrado estructuras similares
al RE y al aparato de Golgi en el citoplasma de E. histolytica (Fig. 2), pero si se ha
observado la existencia de un reticulo membranoso compuesto de ttibulos finos, este
sistema se ha interpretado como la PR,

contraparte del Reticulo Endopldsmico
Liso, aunque no siempre se encuentra en
réplicas de criofractura. Se han hecho
estudios que sugieren que algunas
vacuolas citopldsmicas puedan
corresponder a componentes del RE y
del aparaio de Golgi (Martinez Palomo
1989; Mazzuco et al., 1997; Martinez

Palomo, 2000).

Figura 2. Micrografia electrénica de E. histolytica.
Se representa al trofozofto de E. histolytica con la
caracterfstica poblacién de vesfculas heterogéneas

(Cortesfa Dra. Rosana Sénchez L6pez).

E.  histolytica también
presenta organelos 'y
estructuras celulares que son-
comunes con el resto de los
eucariotes, como son el
nticleo y los ribosomas. El
nticleo tiene forma estérica y
su didmetro mide alrededor

de la quinta o sexta parte de

la amiba completa. Algunas

Figura 3. Trofomoitos de E. histolytica vistos por contraste de fases
(Cortesia Dr. Roberto Stock Silberman). e e

Nétese la diferencia en cuanto a nitmero y tamafio de niicleos. § —}

!
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veces los trofozoitos poseen mds de un niicleo (Fig. 3); al parecer, este hecho tiene que ver
con que la divisién celular no estd sincronizada con la division nuclear. En la divisién
celular no hay evidencia de que se condensen todos los cromosomas, sin embargo, es el
tinico momento en que se pueden observar estructuras microtubulares vy
microfilamentosas (Argiiello et al., 1992). Otra estructura comiin con el resto de los
eucariotes son los ribosomas que parecen estar organizados en arreglos helicoidales y se
observan frecuente mente asoctados a vacuolas con una cisterna membranosa, aunque no

se han encontrado ribosomas libres ni unidos a membrana (Martinez Palomo, 1989).

1.6 Genoma

A nivel molecular, E. histolytica presenta tambicén diferencias con los eucariotes avanzados.
El tamaiio del genoma se calcula entre 2.2 a 3.7x10" Kb (Bhattacharya et al., 2000) v,
aungque la ploidia es incierta, parece estar organizado en 31-35 cromosomas de entre 0.3 y
3.3 Mb (Willhoeft y Tannich, 1999). La cromatina se organiza en particulas similares a
nucleosomas que se condensan por proteinas de union a DNA que dificren de las histonas
tipicas (Torres-Guerrero et al., 1991). El contenido global de G+C es de 22% vy se sabe
que en las secuencias codificantes es de 33%, donde también se muestra una preferencia de
A+Tdel 829 en la tercera posicién del codén (Tannich y Horstmann, 1992). Las regiones
intergénicas y las regiones 5° y 3' no vaducidas de los mRNA son relativamente cortas
(Petter et al., 1992; Bruchhaus et al., 1993). La mayoria de los genes carecen de intrones y
cuando los hay, son de menos de 100 pb (Bhattacharya et al., 2000). Aunque la mayoria
del DNA estid contenido en el niicleo, se ha encontrado DNA en vesiculas nucleares tanto
libres en el citoplasma como dentro de una estructura tipo kinetoplasto (EhkO) (Solis et:
al., 2002). También existen varias copias de pldsmidos (episomas), que parecen contener
st propio origen de replicacion. Estas estructuras de 25 kb de longitud (existen alrededor
de 200 por célula) contienen a los genes ribosomales (Bhattacharya et al., 1989, Hubber et

al., 1989).
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17  Patogenicidad ,

Dentro del colon, el trofozoito de E. histolytica puede producir una infeccién asintomdtica
que se puede convertir en una infeccién patogénica causando tlceras, disenteria y
eventualmente amibiasis extraintestinal (Gilchrist y Petri, 1999). En la invasién del
trofozoito a la mucosa se pueden distinguir varias etapas: adhesién a la mucosa intestinal,
muerte celular por contacto, disrupcién de la pared intestinal y transporte a través del
torrente sanguineo (Das et al., 1999). La adhesién de los trofozoftos a las células blanco
ocurre principalmente por medio de una lectina de 170 kDa que se une a residuos
terminales de Gal-GalNAc de glicoproteinas presentes en la superficie de la célula blanco
(Petri et al., 1989). Otras moléculas involucradas en la adhesién del trofozoito incluyen
una lectina de 220 kDa (Rosales-Encina et al., 1989), una adhesina de 112 kDa (Arroyo y
Orozco, 1987) y un lipofosfoglicano (Stanley et al., 1992). Una vez que los trofozoitos de E.
histolytica establecieron contacto directo con la célula blanco, se lleva a cabo un segundo
evento de patogenicidad que incluye la secrecion de mediadores liticos como péptidos
formadores de poro o amibaporo {Leippe et al., 1991), cistein proteasas (Que y Reed,
2000) fosfolipasa A (Long-Krug et al., 198s5), colagenasa (Mufioz et al., 1984) y
metalocolagenasa (McKerrow et al., 1993). Por tiltimo, E. histolytica fagocita a las células
previamente lisadas y degrada cada uno de los componentes orgdnicos ingeridos por medio
de enzimas hidroliticas localizadas en las vacuolas citoplasmicas de los trofozoitos

(Martinez-Palomo, 1989).

2. Secrecién

2.1 Generalidades

Tanto en las células procariotes como eucariotes, los pfocésos especializados como la
secrecion y la transduccion de seial, asi como las reacciones enzimdticas del metabolismo,
entre otros, se organizan en membranas y en compartimentos rodeados por membranas,
La bioquimica caracteristica de cada compartimento y la especificidad y direccionalidad de

los procesos secretorios sélo se pueden mantener si existen mecanismos para que las
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protefnas recién sintetizadas lleguen selectivamente a st blanco, para atravesar membranas

impermeables y para su modificacion conformacional.

En procariotas {v.gr. E. coli) la secrecién de proteinas hacia el espacio peripldsmico y el
ensamblaje de proteinas en la membrana externa se logran dirigiendo a las proteinas
nacientes del citoplasma mediante sefiales adecuadas. En los eucariotes, la via de tréfico de
proteinas a membrana plasmdtica y de secrecién involucra a una serie de compartimentos
{RE y aparato de Golgi) a través de los cuales un gran ntimero de proteinas pasan en una
ruta hacia su destino final, por ejemplo el espacio extracelular (Rothblau et al., 1994).
Actualmente se aceptan dos modelos que explican esta ruta: el de transporte vesicular y el

de maduracién de cisternas.

2.2 Secreci6n en Eucariotes

De acuerdo con el modelo de transporte vesicular (Fig, 4), las proteinas de secrecién
recién sintetizadas, asi como las destinadas al lumen o a la membrana del RE, el aparato de
Golgi, los lisosomas y la membrana plasmdtica pasan primero por el RE. Dentro de este
compartimento, los polipéptidos sintetizados de nove pueden sufrir un proceso proteolitico
o ser glicosilados. Ademds, estdn expuestos a un ambiente oxidativo, a las chaperonas del
RE y a enzimas que promueven el plegamiento, la formacién de puentes disulfuro e
isomerizacion. A excepcién de aquellas que se retienen selectivamente, por ser miembros
residentes del RE (y los que se degradan por errores en el ensamblaje), todas las proteinas
recién sintetizadas migran hacia el aparato de Golgi donde pueden ser glicosiladas
nuevamente o sufrir cambios en los oligosacaridos afiadidos en el RE y ser dirigidas hacia

lisosomas, membrana plasmética o granulos de secrecién (Rothblatt et al., 1994).
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Figura 4. Ruta Secretoria tipica de células eucariotas. Se resaltan los marcadores utilizados en esta tésis,

En las células de mamifero, la importacién de proteinas al RE ocurre co-

traduccionalmente. La proteina naciente presenta en el extremo amino terminal una

secuencia de amino4cidos hidrofébicos llamada péptido sefial (Blobel y Sabatini, 1971). El

péptido sefial es guiado a la membrana del RE por al menos dos componentes: una-
particula de reconocimiento de la sefial (SRP) y por un receptor SRP.. El SRP se une al -
péptido sefal tan pronto como el péptido emerge del ribosoma, equ'gaqsfa (ma pausa en la
sintesis de la proteina que da tiempo al ribosoma de unirse‘a la:r'ri'émb'rana del RE y ast
asegurar que la proteina no se libere al citosol. SRP se une a su receptor, presente en la
membrana del RE, y una vez establecido el contacto entre el ribosoma y el poro de
translocacién, SRP se libera. La protefna pasa a través del canal formado por el complejo
Sec61 (Secé1 o, B y y en mamiferos) mientras se estd traduciendo el mRNA (Johnson y van
Waes, 1999). Una vez dentro del RE, el péptido sefial es cortado y la protefna puede sufrir
varios cambios como la formacién de puentes disulfuro, cortes proteoliticos especificos,
adicién y modificacién de carbohidratos y plegamientos. Muchas proteinas son

transitorias en el lumen del RE pero existen otras que son residentes y que se encuentran
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en altas concentraciones. Algunas de estas proteinas actiian como catalizadores de manera
que ayudan al plegamiento y ensamblaje correcto de las proteinas que se translocan al RE.
Las proteinas del lumen del RE tienen una sefial de retencién compuesta por cuatro
aminodcidos (KDEL/HDEL) en el extremo carboxilo terminal que es responsable de
mantener a la proteina en el RE (Munro y Pelham, 1987; Pelham, 1996); las proteinas de
membrana tienen otras sefiales de retencién, aparte del KDEL, como KKXX (X es
cualquier aminodcido) 6 RKR (Ma vy lan, 2002}, Si la proteina no posee sefiales de
residencia en el RE, contintia su camino hacia el complejo de Golgi. En su paso por el
complejo de Golgi, las proteinas pueden sufrir O-glicosilacién y rearreglo de azucares,
sulfatacion, fosforilacion y degradacién.  La exportacién de proteinas desde el RE
involucra la formacion de vesiculas y su {usion con la red cis-Golgi (CGNJ, el primer
compartimento del aparato de Golgi. Las proteinas exportadas desde el RE entran a cis-
Golgi por CGN vy luego se mueven a través de las cisternas intermedias del Golgiy
finalmente a trans-Golgi donde se completa el procesamiento de glicosilacién, A partir de
la red trans-Golgi (TGN) las protefnas se segregan a diferentes vesfculas de transporte y de
ahf a sus destinos finales (membrana plasmdtica, lisosomas o vesiculas de secrecién). El
destino final de una proteina estd determinado por sefiales que pueden tomar forma de
cortas secuencias de aminodcidos o modificaciones covalentes de la protefna. Las vesfculas
que exportan proteinas desde el RE hacia el aparato de Golgi incluyen a proteinas que
residen en el lumen del RE. La funcién de la sefial de retencién de RE (etiqueta KDEL,
KKXX 6 RKR) no es mediante el anclaje al RE de las proteinas que la llevan al lumen del
RE, sino que estas proteinas son selectivamente retransportadas al RE después del

transporte hacia cis-Golgi. En cis-Golgi, la proteina ERD2 reconoce la secuencia KDEL y
empaca a las proteinas que llevan esa sefial en vesiculas especiales que las regresan al RE.
(Semenza y Pelham, 1992). La secuencia KKXX es reconocida por la subunidad o delas

protefnas COPI y la secuencia RKR podria ser reconocida por componentes de: COPllélpbf o
proteinas adaptadoras como en el caso de la secuencia KDEL, al ser reconocidas, las

proteinas son regresadas al RE (Ma et al., 2002; Zerangue et al., 2001).
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El modelo de maduracién de cisternas se propuso originalmente para describir el
funcionamiento del aparato de Golgi cn algas verdes. Actualmente, se propone que un
mecanismo similar podria funcionar en algunas células de mamifero como las células de
glandula mamaria, los hepatocitos, los fibroblastos y las células uroteliales (Mironov et al.,
1997). En este modelo, el material que sale del RE converge hacia el complejo de Golgi y

forma una nueva cisterna “cis”. El material que no serd secretado (como las proteinas

residentes del RE) es regresado del cis-Golgi al RE, mientras que al mismo tiempo, los

componentes que definen al compartimento medial (por ejemplo las enzimas del Golgi
medial) viajan en direccién retrégrada hacia los elementos cis. De esa'rﬁanera, el
compartimento cis adquiere caracteristicas del compartimento medial y se convierte en un
compartimento medial. Se ha postulado que son las vesiculas COPI quienes transportan 2
las enzimas del Golgi en direccion retrdgrada mientras la cisterna migra en direccién
anterdgrada. El proceso se repite (el compartimento medial se convierte en trans) hasta
que la carga alcanza la red trans Golgi. Finalmente, el material a secretar que esté en el
TGN se libera progresivamente a través de la formacién de grdanulos de secrecién, vesiculas
u otros mecanismos hasta que se consume ¢l organelo. Las proteinas caracteristicas del
TGN se reciclan hacia el trans-Golgl, transformiandolo asi en el siguiente TGN listo para
secretar. La caracteristica esencial de este mecanismo es la maduracion de la cisterna, con
la consecuencia de que la carga progresa y es modificada conforme la cisterna madura

(Mironov et al., 1997; Glick et al., 1997).

2.3  Secrecién en E. histolytica ;
Las vias de secrecién en E. histolytica han sido poco exploradas y atin no se sabe si exista un
sistema de secrecién equivalente al RE y al aparato de Golgi, aunque se ha sugerido que

algunas vesiculas podrian estar involucradas en estos procesos (Mazzuco et al., 1997).

Existen estudios que evidencian la secrecién activa por E. histolytica de una gran variedad
de proteinas, algunas involucradas directamente con la patogenicidad; algunas de estas
protefnas sufren modificaciones post-traduccionales, como glicosilacién y degradacién del

péptido sefial (Martinez Palomo, 1989; Vargas-Rodriguez et al., 1998). Una de estas

TRo oy
FALLE 10 o

IS

10




proteinas es la lectina Gal/GalNAc, que es una proteina de membrana plasmética. Dicha
lectina presenta el corte proteolitico de su péptido sefial, como sucederia en la traslocacién
al RE en eucariotas tipicos. Ademds pudo marcarse con [*H]glucosamina, lo que indica que
es una glicoproteina (Petri, ¢t al., 1989). Otra proteina de membrana que sufre
modificaciones post-traduccionales es la proteina rica en Serinas (SREHP). Esta protefna es
fosforilada y sufre O-glicosilacién ya que se han encontrado residuos terminales de
GleNAc unidos a Serina/Treonina y mualtiples sitios potenciales para este tipo de
glicosilacién (Stanley et al., 1995). Dentro de los factores importantes para la virulencia de
E. histolytica estan los lipofosfoglicanos (LPGs). Recientemente se ha sugerido que estos
LPGs son en realidad proteofosfoglicanos (PPGs) unidos por un ancla de glicosil-fosfatidil
inositol (GP1). El polipéptido de estos P1'Gs es modificado con cadenas de aziicares que
tienen la estructura general [Glea1-6],GleB1-6Gal (n= 2 - 23) y que se unen a través de
residuos de fosfo-serina (Moody-Haupt et al., 2000). a ruta biosintética para los PPG o

para cualquier glicoconjugado en E. histolytica atin no ha sido elucidada.

Para identificar compartimentos andlogos al RE y al aparato de Golgi, algunos grupos,
entre otros el nuestro, se han dedicado a la identificacién de marcadores moleculares
caracteristicos de compartimentos involucrados en el trdfico de proteinas. Se han
identificado a la GleNAc-1-P tranferasa (NAGPT) y a la GlcNAc transferasa (NAGT), dos
enzimas involucradas en la etapa temprana de la N-Glicosilacién en amiba (Vargas-
Rodrigues et al., 1998). Tambicén se ha purificado y caracterizado la Dolicol Fosfato
Manosa Sintetasa (DPMS), enzima esencial en la biosintesis del do]icol-oligosacﬁrir(‘io:a sgf
transferido en bloque a proteinas nacientes y blanco de N-glicosilacién (Vil]agémeéj;ca's:trb
et al., 2000). Otros grupos de investigacién han reportado la utilizacién de maféadbres
moleculares para el estudio del RE (Bir) y del wrdfico vesicular (Protefnas Rab) (Gosh et al.,
1999; Rodriguez et al., 2000). '

En nuestro laboratorio se han caracterizado los siguientes genes que codifican para
proteinas involucradas en la etapa temprana del tréifico de proteinas en eucariotes: SRPs54.
es una proteina del complejo SRP, encargado de la conduccién de las proteinas nacientes

hacia y a través de la membrana del RE (Ramos et al., 1997); la proteina Sec61a forma
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parte estructural del poro responsable de la translocacién de proteinas al RE, asi como la
translocacién de proteinas de degradacién del RE hacia el citoplasma (Siminovich, 1999;
Sanchez-Lépez et al., 2000-b); STT3 es una de las subunidades del complejo
oligosacariltransferasa presente en RE y responsable de la primera etapa del proceso de
glicosilacién de protefnas (Gutiérrez et al., 2000); PDI o protein-disulfuro isomerasa, es
una enzima de lumen de RE que cataliza la formacién de puentes disulfuro en proteinas
que circulan por este compartimiento celular (Ramos y Alagén, 2000); ERD2, es el
receptor de secuencias KDEL (Gutiérrez, 1999; Sdnchez-Lépez et al., 1997). En mamiferos,
la protefna de unién a GTP Rab$ estd involucrada en trédfico vesicular entre el trans-Golgi

y la membrana plasmitica (Judrez et al., 2001}.

3. Fraccionamieuto Subcelular

3.1 Generalidades

Una herramienta adl para entender las nuiltiples actividades llevadas a cabo por las células
es fraccionar sus componentes. Desde sus inicios, el fraccionamiento de células ha
proporcionado informacién sobre la composicién y funcién de los organelos celulares. El
fraccionamiento celular también ha facilitado el estudio de la biogénesis de los
componentes celulares, el transporte intracelular, el ensamblaje de la membrana y por lo

tanto, los elementos que regulan o controlan dichos eventos (Fleischer y Kervina, 1974).

El proceso de fraccionamiento involucra dos ctapas principales: (1) la ruptura de la
organizacion celular (homogenizacion) y (2} el fraccionamiento del homogenado para
separar las diferentes poblaciones de organclos y de estructuras macromoleculares. La’
ruptura de las células se puede lograr mediante choque osmético, vibracién ultrasénica o
por fuerza mecdnica. Los métodos de ruptura menos agresivos dejan los niicleos, el Golgi,
mitacondrias y otras estructuras membranosas intactas; el homogenado, si estd en el medio
adecuado, retiene la mayoria de la actividad bioquimica original. Los homogenados

generalmente se fraccionan mediante una serie de centrifugaciones diferenciales a las que
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siguen las centrifugaciones a través de
gradientes disefiados para scparar los
organelos y particulas en base al tamano, la
densidad y las propiedades de sedimentacién
(Pasquali et al., 1999). La centrifugacién

diferencial  es una secuencia de
centrifugaciones en que se va aumenando la
velocidad y que separa los componentes
basindose en los cocficientes de
sedimentacién de cada particula; cada
coeficiente es funcion del tamafio y la forma
de las particulas. La centrifugacion diferencial
enriquece mds que purifica las particulas atin
despuds de wvarias centrifugaciones. El
siguente paso en el fraccionamiento es la
centrifugacién a través de un gradiente en el
que la purificacién de los componentes es por
“densidad (Fig. 5). Los medios mds utilizados
para la formacién de los gradientes son:
Sacarosa, Percoll®, Accudenz®, Nycodenz® y
Ficoll®. Cada uno de estos medios tiene
ventajas y desventajas pero el mds utilizado es

y ha sido la sacarosa (Spector et al., 1998).
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Figura s.
fraccionamiento subcelular,

Protocolo gencralizado de
Este esquema se

basa en el procedimiento wtilizado para muestras

de higado de ratén (Evans, 1992).

3.2 Fraccionamiento Subcelular en E. histolytica

El fraccionamiento celular ha demostrado ser un acercamiento importante para entender

el funcionamiento de la morfologia en general de las células al asignar ciertas funcienes a

diferentes fracciones subcelulares dependiendo de las actividades enziméticas asociadas a

éstas. Esta técnica se ha wtilizado para estudiar la ruta secretoria ya que se purifican los
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organelos responsables de funciones especificas, como el reticulo endopldsmico, el aparato

de Golgi, lisosomas, peroxisomas y membrana plasmdtica entre otros {Palade, 1975).

Entamoeba invadens fue el primer miembro del género Entamoeba en ser utilizado para
aislamiento de membranas celulares. La idea era que al no presentar organelos como
mitocondrias y reticulo endopldsmico, se podrfa utilizar a este organismo como un modelo
ideal para el aislamiento de membrana plasmatica, libre de contaminantes. Después de
centrifugar el homogenado celular, se recuperé un pellet que se analizé por
centrifugaciones sucesivas en gradientes discontinuos de sacarosa. De esta maneta, se
aislaron dos fracciones de membranas que se consideraron como membrana plasmética y -
como membranas de vacuolas. Sin embargo, no se hizo ninguna caracterizacién exceplo
por microscopia electrénica (Spies y Elbers, 1972). Los siguientes estudios (pocos) en E.
invadens emplearon enzimas como marcadores endégenos para la caracterizacién de las
fracciones subcelulares. Uno de ellos se diseiié en particular para el aislamiento de
fagolisosomas y membrana plasmatica, esto se logré mediante centrifugacién diferencial y
centifugacién en gradiente continuo de sacarosa. Se utilizaron como marcadores fosfatasa
dcida, catalasa, peroxidasa y glucosa-6-fosfatasa, las tres ltimas para comprobar la no
contaminacién de las fracciones; la actividad de glucosa-6-fosfatasa no se encontré asociada
con alguna membrana en particular (Van Vliet et al., 1976). Ahora se sabe que hay una
ausencia total de catalasas y peroxidasas en E. invadens, como ya se sabia en E. histolytica
{McLaughlin y Aley, 1985, Weinbach y Diamond, 1974). En otro trabajo se empleé 5'-
mononucleotidasa cono marcador de membrana plasmatica, sin embargo, los autores no
detectaron la presencia de esta enzima, ni siquiera en presencia de Mg™. Recuperaron la
membrana plasmatica despuds de una centrifugacion a 1600 x gy el sobrenadante lo
sometieron a una serie de centrifugaciones diferenciales y gradientes discontinuos de

sacarosa (McLaughlin y Meerovitch, 197 ’5).

En el primer estudio de fraccionamiento subcelular de membranas de E. histolytica se
obtuvieron dos fracciones, una enriquecida en vesiculas de digestién y otra enriquecida en

membrana plasmdtica wilizando gradientes discontinuos de sacarosa posteriores a una
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centrifugacion diferencial. Se utilizaron como marcadores 5'-mononticleotidasa para la
membrana plasmdtica y la fosfatasa dcida para las vacuolas de digestién. las dos actividades
enzimdticas se distribuyeron de igual manera wanto en la centrifugacion diferencial como
en el gradiente de densidad y se concluyé que no hubo una buena separacion de la
membrana plasmdtica (Serrano et al., 1977). El siguiente intento por purificar la
membrana plasmdtica de E. histolytica lo hicieron Aley y colaboradores en 1980. En la
ausencia de un marcador confiable de membrana plasmdtica, marcaron las células con 91,
en segtida incubaron las células con concanavalina A (Con A) antes de la ruptura, con el
fin de aislar la membrana plasmdtica como agregados grandes evitando asi la
contaminacion con el material interno. A pesar de esto, no encontraron evidencia de una
fosfatasa 4cida distintiva de la membrana plasmdlica aunque si encontraron un
enriquecimiento de 20 veces de una Ca™"-ATPasa en esta fraccién. A pesar de que esta
Ca™*-ATPasa también se encontrd en el resto de las fracciones subcelulares, parecia ser la

actividad enzimética de membrana plasm4tica mds confiable (Aleyet al., 1980 a y b).

Recientemente ha habido esfuerzos por separar componentes citopldsmaticos de E.
histolytica y la mayoria de ellos se han basado en el protocolo de Aley (1980 a) como un
método de separacion de la membrana plasmdtica. Métodos como la centrifugacién
diferencial han llevado a la obtencicén de fracciones de membranas internas mixtas en las
que se han ensayado diferentes actividades enzimaticas como: DPMS y a-glucosidasas
{Vargas-Rodriguez et al., 1998; Villagomesz-Castro et al., 1998; Zamarripa-Morales, et al.,
1999). Utilizando diferentes velocidades de centrifugacién (10,000, 17,500 y 160,000 x g)
y gradientes continuos de sacarosa, se ha localizado la alcohol deshidrogenasa dependiente
de NAD. La actividad de esta enzima presenta un patrén similar de sedimentacién al de la
alcohol deshidrogenasa de E. coli y no parece comportarse como una enzima de membrana
(Avila et al., 2002). En otros estudios se ha empleado la centrifugacién secuencial en
gradientes de sacarosa donde se enriquecié una fraccién de membranas que
probablemente representan al RE amibiano por contener actividades de DPMS, -
NAGPT/NAGT, y UDPasa, asi como la proteina calnexina (detectada con anticuerpos

heterélogos) (Rocha, 2.001; Villagémez-Castro, 2000}. En un estudio donde se utilizan
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gradientes de Percoll® se ha separado la membrana plasmdtica y el amebaporo (Rosenberg
y Gitler, 1985) y no se ha empleado el protocolo de Aley como base ya que hay estudios
que demuestran que la Con A estimula la liberacion del amebaporo y de proteasas
activadas por tioles. En este estudio se sugiere que la Con A podria introducir un sesgo en
la distribucion de los componentes intracelulares (Young et al., 1982). Sin embargo, el

método de separacion de membrana plasmatica segtin Aley sigue siendo el mds utilizado.

4. Justificacién

Durante mucho tiempo se considerd que E. histolytica no posefa organelos internos tales
como RE, aparato de Golgi, cte. Sin embargo, recientemente se han identificado
marcadores moleculares caracteristicos de compartimentos involucrados en el tréfico de
proteinas (Sanchez-Lépez et al., 2000-a). Asi mismo, existen estudios que evidencfan la
secrecién activa por E. histolytica de una gran variedad de proteinas, algunas involucradas
directamente con la patogenicidad (Martinez-Palomo, 1989). Se sabe también que algunas
de estas proteinas sufren modificaciones post-traduccionales, como glicosilacién y
degradacion del péptido sefial (Vargas-Rodriguez et al., 1998; Petri, et al., 1989; Stanley et
al., 1995; Moody-Haupt et al., 2000).

A partir de estos datos se vislumbra la presencia de una via secretoria activa en E.
histolytica, aunque existen diversos aspectos que aiin se desconocen acerca de ‘lé
maquinaria secretoria de este organismo. Todavia no se sabe en-qué compértimkenytb se -
lleva a cabo la glicosilacién de proteinas, ni qué estructuras realizan funciones de
transporte. En este sentido, es necesario determinar la existencia de un sistema funcional
equivalente al RE y al aparato de Golgi. La respuesta a estas preguntas podria dar
elementos en el conocimiento del desarrollo evolutive de las estructuras y moléeulas que
participan en el movimiento intracelular de las proteinas (rutas secretoria y endocftica), asf

como su papel biolégico en este organismo de interés biomédico.

El fraccionamiento celular ha demostrado ser un acercamiento importante para entender

el funcionamiento de la morfologfa en general de las células al asighar ciertas funciones a
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diferentes fracciones subcelulares dependiendo de las actividades enzimdticas asociadas a
éstas, Sin embargo, existen pocos estudios de este tipo en E. histolyitica y la mayoria se han
basado en el protocolo de Aley y colaboradores (1980 a). Este protocolo se basa en la
adicién de Con A para la separacion de las membrana plamética. Sin embargo, se ha
sugerido que la Con A podria introducir wn sesgo en la distribucién de los componentes
intracelulares (Young et al., 1982). Ademds, este protocolo se limita a la separacién de la
membrana plasmdtica dejando el resto de las membranas internas como un conjunto.
Resulta necesario, putes, un protocolo que enriquezca ciertas estructuras celulares con

funciones tipo RE a las que despuds pueda dirseles seguimiento.

5. Hipotesis

En el presente trabajo nos hemos planteado como hipétesis que el andlisis de Ja expresicn
de marcadores moleculares de estructuras tipo RE deberia proporcionar alguna evidencia
bioquimica de la existencia de compartimentos celulares con funciones involucradas en el

triafico y procesamiento de proteinas, tipicas de este organelo, en E. histolytica.

6. Objetivos
En este proyecto, se propone un estudio sistemdtico de la distribucién de marcadores
moleculares y actividades enzimdticas propias de RE en- fracciones subcelulares de.

trofozoitos de E. histolytica.

Especificamente se pretende lo siguiente: ;

»  Determinar las condiciones de homogenizacién de trofozoitos dc“'E._ hg'stolYiiCé; ’

¢ Determinar las condiciones de fraccionamiento subcelular. , . ,

* Caracterizacién de las fracciones subcelulares por ensayos tipo Slot B]fot’futilvizando A
anticuerpos especificos de un marcador molecular de reticulo endop]ﬁsmico (Seé61 o,

STT3y PDI).
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Caracterizacion de actividades enzimdticas tipo RE presentes en las distintas fracciones
subcelulares obtenidas (DPMS y NAGPT/NAGT). 7 Pl
Comparar las fracciones de amibas provenientes de absceso hepdtico con las fracciones

provenientes de amibas de cultivo.
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7. Materiales

71  Amortiguadores (Buffers)

PBS: NaCl 150 mM, Na,HPO, 70 mM, NaH.PO, 3 mM,pH7.0"

PBS-A: NaCl 175 mM, Fosfatos 15 mM, pH 7.2

BH: Sacarosa 200 mM, EDTA 1 mM, NaHCO;10 mM, PMSF 5 mM, Eé4.0.5 mM,

BH-A: Tris HCl 50 mM pH 7.5, E64.10 uM

BR: Sacarosa 300 mM, EDTA 1 mM, NaHCO;10 mM, PMSF g mM, E64. 0.5 mM. -

TBST: Tris HCl 10 mM pH 7, NaCl 150 mM, Tween 20 0.05% e
Percoll-NaCl: g partes (v/v) de Percoll®, 1 parte (v/v) de NaCl1.5M (Percoll -90 %- Nacl
0.15M) (Percoll® Methodology and applications, PHARMACIA) ' f' £
Percoll-Sac: g partes (v/v) de Percoll®, 1 parte (v/v) de Sacarosa 2.5 M (Pé'rcél]rg_o% -
Sacarosa 0.25 M) o
Solucién Stock de acrilamida: Acrilamida 309, bis-acrilamida 0.8%

Buffer Separador para SDS-PAGE: Tris 1.5 M, SDS 0.4%, pH 8.8

Buffer Concentrador para SDS-PAGE: Tris 0.5 M, SDS 0.4%, pH 6.8

Buffer de Muestra para SDS-PAGE (SB2.X): glicerol 10%, SDS 2..5%, Tris 50 mM pH 6.8, B-
ME 5%, azul de bromofenol 0.002% ‘ o
TANK Buffer: Tris 25 mM, glicina 19 mM, SDS 0.1%, pt1 8.6

Buffer de transferencia de proteinas semi-seca: Glicina 39 mM, Tris-Base 48 mM, SDS

0.04%, Metanol 20%, pH 7 -

7.2  Células

7.2.1 Amibas ,

Se utilizaron trofozoitos de la ccpa HK9 y HM1 IMSS de Emamoeba hxstolyuca culuvados

en condiciones axénicas (Dlamond ct al 1978) Se uuhzaron también trofozonos

provienientes de absceso hepéum de hamster culnv‘xdos en condiciones axémcas (donados

por el laboratorio del Dr, Ruy Perev-Tamayo)
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7.2.2 Mamifero

Se utiliz6 la lfnea celular HeLa, proveniente de cdncer cemca] humano

Se utilizaron también hibridomas de ratén generados en el laboratono de] Dr A]agén (M

en C. Carlos Gonzdlez, Biél. [udith S’inchez]

7.3  Medios de Cultivo

7:31. Amibas: Medio TYI-S-33 6 BI-S-33 (Diamond et al, 1978)

Peptona de biotriptasa
Dextrosa

NacCl

KH,PO,

K,HPO,

L-cistefna hidroclorada
Acido ascérbico

Citrato de amonio férrico

Luego de la esterilizacion se agrega:

3.65%
1.21%
1.24%
0.07%
0.12%
0.12%

0.02. /O

0.006%

Suero de ternera fetal (inactivado a 65°C)

Vitaminas-Tween 8o

7-3:2. Mamifero: DMEM adicionado con suero fetal bovino (SFB - 10%)

7-4  Cémputo

Se utilizaron las versiones pam Macmtosh de ]os 51gmemes programas:

Excel (Microsoft)
Kaleida Graph 3.0.1 (Abelbeck Sofware)
NIH Image 1.62

Photoshop 2.5 (Adobe )

3%

1/0
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75  Equipo
Campana de flijo laminar, serie FL-1796 (Veco)

Incubadora para cultivos celulares Controlled Environment, modelo 62.00 (NAPCO)

Microscopio invertido BIOSTAR, serie 1820 (American Optical)

Centrifuga GS-15R; Rotores: S4180, F2402 (Beckman)
Centrifuga J2-21; Rotor: [S-13 (Beckman)
Ultracentrifuga XL-90; Rotor: VTiso (Beckman)
Airfuge: Rotor: A100-30 (Beckman)

Ultracentrifuga Optima TL; Rotor: TLA100.4. (Beckman)
Fraccionador de Gradiente: AutoDensi Flow (’labconco) ,
Colector de Fracciones Modelo 2128 (BioRad) V

FPLC Pump Pso00 (Pharmacia)

Refractémetro Abbe Modelo 10450 (American Oj)lical)
Osmémetro Crioscépico: Osmomat 030 (Genbihech)
Slot Blot PR648 (Amersham Pharmacia'Biotec;h) =
Contador de centelleo liquido LS-65dé"(B“e'Ckhlan).

Homogenizador Potter-Elvehjem con pistilo d‘e,'l"é_ﬂén (3ml)

8 Métodos

81 Cultivo de células

Trofozoftos: Se cultivaron en medio TYI-S-33a 37°C. ,

Hela e Hibridoma: Estas lineas celulares fueron mantenidas en medio DMEM

suplementado con SFB al 10%, en estufa de cultivo a 37°Cy 5% de CO,.

8.2  Homogenizacién de Células

Se cosecharon 1 x 107 amibas colocando los tubos de cultivo en hielo por 5 min, se agitaron

y centrifugaron a 1732 rpm (500 x g) por 10 min, a 4°C (Centrifuga Beckman GS-15R,

I~

l‘”x};?::’ ,": .
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rotor 54180). Las células se lavaron en medio TYI sin suero (1 ml por cada 10 ml del
volumen original), centrifugando a 500 x g, a 4°C, durante 10 min. Se resuspendieron (10
amibas/ml} en BH y se colocaron en un homogenizador Potter-Elvehjem donde se dieron

5 golpes, se permitié-el choque osmético por 3 min y se dieron 5 golpes mds.

Para las células Hela el protocolo fue el mismo, con excepcién de la cosecha 'y el lavado ‘
que fue con sclucién HANK's. Las células se cosecharon con ayuda de un gendarme y

después se centrifugaron a o0 x g, por s min, a 4°C.

8.2.1 Homogenizacién segin método de Aley (Aleyetal., 1980)

Los trofozoitos (aprox. 4.5 x 10") se lavaron 2 veces con PBS-A y una vez con PBS-A
adicionado de MgCl, 10 mM. El pellet se resuspendié en PBS-A-MgCl, y se le afadis
Con A a una concentracion final de 0.2 mg/ml. Las células se dejaron en reposo en hielo
durante 15 min, con agitacién ocasional y posteriormente se lavaron 2 veces con PBS-A
adicionado de MnCl, (0.2 mM) y CaCl, {o.5 mM). La pastilla celular se Javé una vez con
BH-A y se colocé en el tubo del homogenizador Potter Elvehjem, en hielo, permitiendo la
lisis osmética durante 10 min. Los trofozoitos se homogenizaron con 2.5 golpes del pistilo.

Se recuperd el homogenado total.

8.3  Fraccionamiento segiin método de Aley (Aley et al., 1980)

El homogenado total, del inciso anterior, se colocé sobre un gradiente discontinuo
formado por Sacarosa 20% en BH-A sin E-64. y Manitol 0.5 M en el mismo buffer
(voliimenes iguales de cada uno de los componentes del gradiente). El gradiente se
centrifugé a 280 x g durante 30 min, a 4°C. Se recuperé la fase superior del gradiente
(Manitol 0.5 M} que contenia las membranas internas amibianas y el citosol. Las
membranas plasméticas permanecieron en la fase inferior de sacarosa al 2.0% (Aley et al.,

1980).
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8.4 Centrifugacién diferencial

Se centrifugé el homogenado total (proveniente del inciso 8.2) a 500 x g, durante 15 min,
a 4°C (Centrifuga Beckman GS-15R, Rotor F2402). Con el fin de purificar la fraccién
nuclear, el pellet se resuspendié en BR y se colocé sobre un colchén de sacarosa 1M para
ser centrifugado a 6oo0o x g, durante 12 min, a 4°C (Centrifuga Beckman ]2-21, Rotor |S-
13). Se obtuvo un pellet (P500) enriquecido en nticleos intactos segtin se observé en el
microscopio 6ptico. El pellet (Pso0) se resuspendié en BR para centrifugarlo en un
gradiente. En paralelo, el sobrenadante libre de nucleos de la centrifugacién a 500 x g
(SNs00) se centrifugé a 14 PSI (“57,000 x g) durante 30 min, a 4°C (Beckman Airfuge,
Rotor A100-30). El pellet (P14) se resuspendis en BR y se guardé en hielo para andlisis
subsecuentes. El sobrenadante (SN14) se centrifugé a 20 PSI (95000 x g) durante 9o
min, a 4°C (Beckman Airfuge, Rotor A -110). El pellet (P20) resultante se resuspendié en

BR y se guardé en hielo en espera de ser analizado, lo mismo que el sobrenadante (SN20o).

8.5  Centrifugacién en Gradiente

8.5.1 Percoll®.

Se colocé la mezcla de Percoll-NaCl o Percoll-Sac en los tubos y sobre ellos s‘e‘c‘olocaron las
muestras provienientes del inciso anterior (Psoo, P14, P20 Y SN2.0). El gradiéhte (5 ml) se
autoformo al centrifugar a so,000 x g (30,000 rpm) durante una hora a 4°C
(Ultracentrifuga Optima TL, rotor TLA100.4). Se colectaron 22. fracciones de 200 ul a las
que se intenté medir concentracion de proteina por los métodos BCA (Pierce) y Bradford

{BioRad), sin éxito.

8.5.2 Sacarosa

Se corrieron 2 tipos de gradiente de sacarosa. Uno para las {racciones obtenidas por
centrifugacion diferencial y otro para las muestras provenientes del fraccionamiento segtin
el método de Aley. En el primer caso, se formaron 4 gradientes lineales de sacarosa (10 -

65% p, V), con soluciones preparadas en PBS, en el mezclador de gradiente del FPL.C (Pump

FALLA D Ll §
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Psoo, Pharmacia). Sobre ellos se cargaron o.15 - 2.5 mg de proteina de las muestras
provenientes de la centrifugacién diferencial (Psoo, P14, P20 y SN2o respectivamente)
haciendo un volumen total de 5 ml. Los gradientes se centrifugaron a 200,000 x g (61,000
rpm), durante 2 horas, a 4°C (Ultracentrifuga Optima TL), en un rotor de dngulo fijo
(TLA100.4) pre-enfriado a 4°C. Se colectaron las fracciones con un fraccionador de
gradiente {Auto-Densi Flow, LABCONCO) acoplado a un colector de fracciones (Bio-Rad,
Modelo 2128). Se obtuvieron 21 fracciones con un volumen aproximado de 200 ul c/u.
En cada fraccién se midis la concentracién de protefna (BCA -Pierce), el indice de

refraccion (densidad) y la distribucién de marcadores moleculares por Slot Blot.

Para la muestra proveniente del fraccionamiento de Aley, se formé un gradiente lineal de
sacarosa del 10 al 65 % (40 ml) con soluciones preparadas en amortiguador Tris-HCl 50
mM, pH 7.5. Posteriormente se colocaron 10 - 30 mg de proteina de la fase de manitol 0.5
M (inciso 7.3) vy se centrifugd durante 4 h, a4 4°C en un rotor VTiso a una velocidad de
220,000 x g (Ultracentrifuga Xl.-9o, Beckman). Al final de la corrida se obtuvieron 32
fracciones de 1.3 ml y a cada una se le determiné el indice de refraccién (densidad), la
concentracion de proteina (BCA -Pierce), se ensayaron las actividades enzimdticas de

interés y la distribucién de marcadores moleculares por Slot Blot.

8.6  Preparacién de lisados celulares

Trofozoitos a una densidad celular de 2xa0* células/ul se lisaron al agregar un volumen
igual de Buffer de Muestra 2x y se agitaron envértex durante 1 minuto.

Las células Hela se lavaron con Hank's y después se afiadié Tripsina (0.25%) para
desprender la monocapa. Se retird la tripsina y se lavaron con DMEM centrifugdndo a
500 x ¢ durante 5 min. Los hibirdomas (cultivo en suspensién) se lavaron también con
DMEN centrifugando a soo x ¢ durante 5 min. El proceso de lisado fué idéntico al

proceso de amiba,
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8.7 Electroforesis de proteinas
Se llevaron a cabo para separar proteinas segiin tamafio (SDS-PAGE), de acuerdo a técnica
descrita previamente (Laemmli, 1970). Los geles se hicieron al 12.5 % de acrilamida. Las

electroforesis se llevaron a cabo en Tank Buffer, a 100 V.

8.8 Transferencia de proteinas

Para los ensayos de Western Blot, las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (Bio-Rad) después de la eleciroforesis. Los geles y los papeles de filtro se
sumergieron durante 1 min en el buffer de transferencia semi-seca. La membrana se
equilibré 5 min en el mismo buffer. Luego se monté el sandwich de manera de que el gel y
la membrana quedaran entre 6 papeles filtro Whatman 3MM y se transfirié duranté 1 h, a

400 mA, en una cdmara de electrotransferencia semiseca HEP-1 (OWL)J.

8.9  Inmovilizacién de proteinas

Para los ensayos de Slot Blot, se wtilizé membrana de PVDF (Immobilon P, Millipore). La
membrana se sumergié durante 1 minuto en Metanol y luego se equilibré 10 min en PBS.
Enseguida se colocd en el Slot Blot (PR648 -Amersham Pharmacia Biotech) y en cada slot
se colocé la muestra respectiva; de cada muestra se cargé el equivalente de 5 ug de
proteina en un volumen final de 0.5 ml. Se permitié 1 h de acoplamiento a la membrana a

TA y después se aplicé vacio.

8.10 Western Blots (WB)/ Slot Blots (SB).

Las protéx‘né’ﬁ transferidas o inmovilizadas en membranas (PVDF o nitrocelulosa) fueron
inmunodetectadas de la manera siguiente: se bloqueé la membrana 12. horasa TA en
agitacién; con 5% de leche (en polvo, Carnation: Instant NonfaiﬁDfY)*én"I‘BSI‘. La
deteccién se llevé cabo con 1 pg/ml de anticuerpo primario espeéi‘ﬁc:o de conejo (anti-
Secé61 a y anti-STT3) o con una dilucién 1:4000 de suero de conejo (anti-PDI), en TBST

con 0.1% de leche (en polvo), 1 h en agitacién a TA. Se lavé tres veces la membrana
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durante 10 min en TBST. Se incubé la membrana 1 h, a TA, en agitacién con el anticuerpo
secundario de cabra anti-conejo conjugado a fosfatasa alcalina (ZYMED) diluido a 1 : 1000
en TBST 0.1% de leche (en polvo). Se lavé la mebrana 3 veces durante 10 miny se revel6 la

reaccién con NBT/BCIP (Kit 10X, ZYMED). La reaccién se detuvo con EDTA 5 mM e

811 Actividad de DPMS ; ,
La mezcla de reaccién contenfa Tris-HCl so mM, pH 7.5, MgCl, 7.5 mM, Iggpalf,QA-égp al
0.1% (p/v), DTT 20 mM, 0.0052 pCi (13,000 cpm) de GDP-**C-Man, 5-6 ,ugde '152)14P Y
100 pul de la fraccién (enzima) en un volumen total de 300 ul. Después de"6o min dé
incubacién a 37°C, se detuvo la reaccién adicionando 7oo ul de agua desibhiﬁada y2 mlde
cloroformo:metanol (1:1, viv), se agité vigorosamente en vortex y se centrifugé a 350 x g
por 5 min. Posteriormente, se extrajo el producto radioactivo recuperando la fase orgdnica
{fase inferior) la cual se colocé en otro tubo de ensaye; a la fase acuosa remanente se le
adicioné 1 ml de cloroformo, se agité nuevamente en vortex y se centrifugé s min
recuperando la fase orgdnica la cual se combiné con la fase orgédnica previamente separada.
A esta mezcla se le adicions 1 ml de cloroformo:metanol:agua (3:48:47, viviv) para lavar
por centrifugacién la fase orgdnica en la cual se encontraba el producto radioactivg, Una
vez lavada, la fase orgdnica se colocé en un vial, se evaporé el solvente mediante una
corriente de aire caliente, se adicionaron 10 ml de liquido de centelleo no acuoso al

residuo y se conté la radioactividad en un contador de centelleo liquido Beckman LS-6500.

812 Actividad de NAGPT/NAGT

Se siguic el protocolo descrito por Vargas-Rodriguez et al (1998). La mezcla de incubacién
contenia 1oo ul de la fuente enzimdtica, MgCl, 7.5 mM, Igepal CA-630 al 0.01% (p/v), 15-
20 ug de Dol-P, 0.01 uCi (22,000 - 25,000 cpm) de UDP-N-acetil-D-[U-"*C]glucosamina
y amortiguador Tris-HC! so mM, pH 7.5 en un volumen final de 300 ul. La mewclase
incubé 30 min, a 37°C, se detuvo la reaccién adicionando 700 ul de agua desionizada y';
posteriormente se siguié el protocolo de extraccién del glicolfpido como ya se describis

para la DPMS.
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9. Resultadosy Discusion

9.1  Condiciones de homogenizacién de trofozoitos de E. histolytica

El primer paso bdsico en los procesos de fraccionamiento subcelular es la homogenizacion
del tejido o células a estudiar. Al homogenizar se pretende romper de manera uniforme la
mayorfa de las células y al mismo tiempo conservar las estructuras internas en forma de
vesfculas y con la orientacién correcta de las membranas. La mayoria de los métodos de
homogenizacién involucran una fuerza fisica para romper la membrana externa y se
aconseja no utilizar detergentes ya que estos afectan las membranas celulares. En este paso
se busca un método en el que se lise aproximadamente el 9o% de las células al tiempo que
se conservan las membranas subcelulares y se recomienda comprobar la eficiencia de Ja

homogenizacion mediante microscopia (Evans, 1992).

Tomando en cuenta lo anterior, se buscaron condiciones de homogenizacién en las que se
obtuviera un alto porcentaje de amibas lisadas pero con una mayor proporcién de niicleos
intactos. Consideramos que al estar intactos los niicleos, el resto de las membranas
internas también lo estarian. Se recomienda utilizar un amortiguador hipo-osmético para
que la ruptura celular se de con facilidad (Evans, 1992), por lo que se probaron soluciones
amortiguadoras con osmolaridades diferentes (hipo-osméticas) al medio de cultivo de los
trofozoitos (TY1-S). Como alternativa al método descrito por Aley (1980), en el que se
utiliza una solucion de lisis de Tris 50 mM, se probaron diferentes buffers y condiciones de
homogenizacién basandose principalmente en las condiciones descritas por Van Vliety
colaboradores (1976) en donde reportan una solucién de sacarosa 10% (300 mM) en
EDTA 1 mM y NaHCO;10 mM para la homogenizacién de los trofozoftos de E. histolytica.
Por esta razon, se prepararon soluciones de sacarosa con diferentes osmolaridades

tomando como referencia la osmolaridad del medio de cultivo (Tabla1).
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Tabla 1. Comparacién de soluciones para homogenizacién. Osmolaridad del medio de cultivo de

los trofozoitos y de las soluciones utilizadas para la homogenizacién celular.
Y

Soluciones mOsmol/kg H.O

H,o (blanco) 2.

TYI-S-33 356
TYI-S-33 (Sin Suero) 367
PBS (1X) 349
Sacarosa somM, EDTA 1 mM, NaHCO;10 mM 72
Sacarosa 200 mAM, EDTA 1 mM, NaHCO; 10 mM 2.49
Sacarosa 300 mM, EDTA 1 mM, NaHCO; 10 mM 362

Con los datos de la osmolaridad, se decidid probar soluciones de sacarosa de 50, 100, 200y
300 mM, asi como de PBS (1X y 0.8X) para la ruptura de los trofozoftos en un
homogenizador tipo Potter-Elvehjem. Se dieron golpes con el pistilo y se comprobé al
microscopio la ruptura celular asi como la conservacién estructural de los nucleos.
Utilizande PBS 1X se dieron 25 gelpes del pistilo del Potter y no se observs, a nivel de
microscopio Géptico, una lisis celular. Se probé PBS 0.8X (osmolaridad calculada de 230
mOsmol/kg H,0) y tampoco sc observé una ruptura celular. Con la solucién de so mM
sacarosa, después de 5 golpes ya no se observaban células intactas pero tampoco se
observaban nticleos. Se probé un buffer con 100 mM sacarosa en el que se observé una
ruptura celular de aproximadamente 80%, sin embargo, hubo una recuperacién de
micleos de sélo 50% después de 10 golpes del homogenizador y una pausa intermedia 3
minutos para permitir el choque osmético. El buffer con 200 mM Sacarosa dié un 9o% de
lisis celular y un 9o% de nticleos intactos en las mismas condiciones que el buffer anterior,
es decir, con 10 golpes del pistilo y 3 minutos intermedios para permitir el choque
osmético. El tiltimo buffer que se probé fue el de 300 mM sacarosa en el que se empez6 a
notar la lisis celular después de 30 golpes con el pistilo del homogenizador. Con estos
datos se decidio utilizar el buffer con 200 mM Sacarosa para la homogenizacién de los

trofozoitos.
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9.2  Especificidad de anticuerpos
Nuestro grupo de trabajo se ha enfocado en la ruta secretoria de trofozoitos de E.
histolytica, por esta razén se han clonado y caracterizado genes amibtanos que codifican
- para proteinas que juegan un papel clave en la via de trafico intracelular y secrecién de
proteinas en células eucariotes tipicas. Estas proteinas han sido empleadas como
marcadores moleculares que permiten determinar cudles son los equivalentes funcionales
del RE y del aparato de Golgi. En este trabajo se utilizaron tres marcadores de la ruta
secretoria, dos especificos para E. histolytica (Sec6ia y STT3) y uno para células de
mamifero (PDl). En el laboratorio se habian clonado fragmentos de los genes que
codifican para STT3 y Sec61a en un vector de expresién. La construccién contenia, previa
al fragmento de la proteina en cuestién, una etiqueta de 6X Histidinas y la protefna DHFR.
Las protefnas se expresaron en E. coli y se purificaron por cromatografia de afinidad a
Niquel. Los anticuerpos contra las proteinas amibianas se produjeron a partir de esas
proteinas recombinantes inoculadas en conejos-y se purificaron por cromatografia de
afinidad (Sec61a: manuscrito en preparacion. STT3: Gutiérrez, 2001). Los anticuerpos
anti-PDI (suero de conejo, StressGen) fueron amablemente proporcionados por el

laboratorio de la Dra. Susana Lépez (IBT/UNAM).

Para confirmar la especificidad de los anticuerpos, se realizaron ensayos de Western Blot
(WB) como se describe en Materiales y Métodos. Se prepararon lisados celulares
(trofozoitos, células HeLa, hibridoma) y se cargé el equivalente de 100,000 células en
geles de poliacrilamida-SDS. En un carril paralelo, se cargaron 50 ng de protefna
recombinatte (6XHis-DHER-Sec61a 6 6X1is-DHFEFR-STT3) como control positivo. las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y para la inmunodeteccién se
utilizaron anticuerpos anti-Sec61a, -STT3 o -PDI, segiin cada caso (Fig. 6).. También se
probaron los anticuerpos amibianos en los lisados de células de mamifero Ya que estos
estdn dirigidos contra una regién muy conservada de las protefnas; sin embargo, no se

detecté un reconocimiento por parte de los anticuerpos (datos no mostrados).
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a) Anti-Sec61a B b) Anti-STT3 ¢} Anti-PDI
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Figura 6. Especificidad de anticuerpos anti marcadores de RE. a) WB con anti-Sec61a. 1:
Marcadores de Peso Molecular; 2: Protefna recombinante 6XHis-DFFR-Sec61a; 3: lisado
amibiano. b) WB con anti STT3. 1: Marcadores de Peso Molecular; 2: lisado amibiano; 3:
Protefna recombinante 6His-DHFR-STT3. ¢) WB con anti PDI. 1: Marcadores de Peso
Molecular; 2: lisado de Fela; 3: lisado de hibridomas; 4: lisado de trofozoitos.

En la figura 6a se muestra el WB con los anticuerpos anti-Sec61a. Se detecta una banda
tinica en el lisado amibiano correspondiente a una proteina con peso aproximado de 43
kDa. Este peso essimilar al calculado para la Sec61a de E. histolytica (42 kDa) {Sdnchez-
Lépez et al., 2000-b). En la misma figura se muestra el reconocimiento a la proteina
recombinante (30 kDa). En la figura 6b se muestra el WB con los anticuerpos anti-STT3 y
también se detecta una banda tinica de aproximadamente 65 kDa en el lisado amibiano
que corresponde al peso reportado para esta proteina (Gutiérrez, 2001). La figura éc es el
WB con los anticuerpos anti-PDI. Se esperaba encontrar una protefna de 58 kDa en los
lisados de Hela e hibridoma como lo reporta el proveedor (StressGen), y asf fue. Enese
mismo ensayo se corri6é un lisado amibiano para ver si habrfa reconocimiento a alguna
proteina de amiba por parte de los anticuerpos anti-PDI no siendo este el caso. Por lo que,
lamentablemente, no pudimos incluir estos anticuerpos en nuestro estudio de lisados

amibianos.
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Dado que los anticuerpos anti-Secé1a y anti-STT3 reconocian bandas tinicas en los lisados
celulares, se decidi6 realizar ensayos de Slot Blot en vez de Western Blot para: la

caracterizacién de las fracciones subcelulares.

9.3 Condiciones de Fraccionamiento Subcelular
9.3.1 Centrifugacién Diferencial

Con la idea de identificar los equivalentes funcionales del RE en trof'rozé;'i'tosr_r de E.
histolytica, optamos por la caracterizacién de fracciones subcelulares mediante niatbadores
moleculares y actividades enzimdticas propias de RE. Rutinariamente, la mayorla de los.
organelos subcelulares provenientes de células de mamifero se h.m alslado por'
centrifugacion diferencial y purificado por un gradiente de sacarosa (Graham, 1990) Con‘
este dato estandarizamos un protocolo de fraccionamiento subcelular para E hlstolyuca‘
que incluye el paso de centrifugacion diferencial seguida por la punﬁcacwn en gradlcmes ‘

de sacarosa.

Durante la homogenizacién de células de mamifero el RER se fragmenta en vesiculas
(microsomas) que sedimentan de manera heterogénea entre velocidades de 3o’.oob a
100,000 X ¢ (Spector et al., 1998), aunque también se han reportado velocidades tan bajas
como 100 x ¢ (Shore y Tata, 1977). Los protocolos de fraccionamiento-subcelular
generalmente incluyen una centrifugacién a baja velocidad para remover los niicleos,
restos celulares y células no lisadas (Morand y Kent, 1986). Con esto en mente, se
probaron diferentes velocidades de centrifugacién con el fin de obtener estructuras
celulares enriquecidas en Sec61a. Primero se trabajé con un esquema de centrifugaciones
sticesivas a 4°C y durante 15 min cada una (Ultracentrifuga Optima TL, Rotor TLA100.2}.
Cada centrifugacién generd un pellet y tin sobrenadante, siendo éste el que se sometiéa la

centrifugacion sucesiva, como se ilustra en'la figura 7.
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Homogenizado

| 500 x g/ 15 min/ 4°C
Psoo SN oo ; e
‘ 30 000 X §/ 15 min/4°C
P30 SN 30
90 000 xg/ 15 min/ 4°C

Figura 7. Primer esquema de I
centrifugacién diferencial. Se ¢ ¢ '
anotan las velocidades vy
tiempos de centrifugacién de P90 SN go
cada etapa.

Se tom6 muestra del homogenizado asi como de cada pellet y sobrenadante para analizar
por Slot Blot con el anticuerpo anti-Secé1a (Fig. 8a). De cada fraccién se cargé la misma
cantidad de proteina total (5 ug, mdxima capacidad de pegado de proteina a la membrana
de PVDF) para determinar el enriquecimiento del marcador revelado por el anticuerpo
correspondiente. Con ayuda del equipo Scanner (Modelo Epson Perfection 1650) se
digitalizé la senal presente en cada carril del Slot Blot y con apoyo del programa NIH
Image 1.62 se calculd la densitometria de la sefial (Fig. 8b). La sumatoria de los valores de
densitometria de Psoo, P30, P9o y SNgo se designé como el 100% de la sefial de Secé1a
por microgramo de proteina, a partir del cual se determiné el valor porcentual de la sefial
presente en cada pg de proteina por {raccién (9%). Como se ilustra en la Fig 8c, el
porcentaje de cada una de estas fracciones fue graficado para poder analizar de manera
cualitativa la distribucién de Secé1a en la célula. Cada esquema de centrifugacién
diferencial fue probado al menos en tres experimentos independientes y se ilustra un
experimento representativo. Todos los datos de Slot Blot de fracciones obtenidas por
centrifugacion diferencial presentados en este trabajo a partir de este punto se procesaron

de manera similar y sélo se ilustrard la distribucién porcentual obtenida por ug de proteina




de cada fraccién. Con este primer esquema de centrifugacién, al hacer la caracterizacién
por Slot Blot con anticuerpos anti-Sec61a, resultaba mayormente enriquecida la fraccién

nuclear (P500, 56%) et comparacién con el resto de las fracciones (Fig. 8c).
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Figura 8. Andlisis de las fracciones obtenidas por centrifugacién diferencial. a) Slot
Blot con anticuerpos anti-Sec61 a: 1) Extracto total, 2) Homogenizado, 3) P500, 4}
SNso0, 5} P30, 6) SN30, 7) Pyo, 8)SN9o, 9) Protefna recombinante 6His-DHFR-Secé1
(so ng). b) Valores densitométricos del ensayo por Slot Blot, alineados al carril
correspondicnte. ¢} Representacion grafica de la distribucién porcentual obtenida a
partir de la densitometria, donde 100% es la sumatoria de los valores Psoo, P30, Poo 'y
SN9o por ug de proteina presente en cada fraccién.

Al ver que Psoo era la fraccién con mayor contenido de Sec61a/ug de protefna y para:
excluir que el valor obtenido no correspondiera sélo a la fraccién nuclear sino que ésté.
estuviera contaminada con restos celulares o células no lisadas, se afiadié un paso mds al
protocolo inicial. Dicho paso ihclﬁjzé una purificacién de los nticleos a través de un
colchén de sacarosa 1 M, centrifugando a 6,000 x g, por 12 min, a 4°C. Este lavado es el
que se utiliza comtinmente en el laboratorio para el aislamiento de niicleos de amiba.
Ademds se decidié incrementar los tiempos de centrifugacién post-nucleares como se
sugiere en la literatura (Evans, 1992) y como se indica en la figura 9, a fin de obtener
fracciones con mayor proporcién del marcador. Con este esquema logramos determinar la
sefial de Sec61a por ug de proteina nuclear (26 %), mientras que la sefial por ug de
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protefna asociada al el pellet generado en la centrifugacién a 30,000 x g (P30) corresponde
al 44%. También se observs una distribucién de aproximadamente 20% en el pellet de la
centrifugacién a 9o,000 x g (Pgo, Fig. 10), lo que no es inusual ya que esa velocidad est4

comprendida en el rango de sedimentacion reportado para microsomas provenientes de
células de mamifero (Spector et al., 1998).
Homogenizado

500 x ¢/ 15 min/ 4°C

v

Psoo SN 500
Sacarosa gM | . o
qo’e::c:caxg}u. }nm/.; C 30,000 X g/|30 min/4°C
v vy ’
Pso0 SN 6000 P30 SN 30

. 9o oooxg /lyo min/ 4°C
Figura 9. chundo esquema de a/19 /4

centrifugacién diferencial.  Se l ] l

aumentan los tiempos de
centrifugacién post-nucleares asf

como el paso de purificacién de Pgo SN 90
nticleos.
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Figura 10.  Distribucién de Secé1a en fracciones obtenidas por
centrifugacion diferencial. Efecto de mayor tiempo de centrifugacién sobre
12 distrihicién de 1a eeiial de Seck1a an las diferentes frarcinnes.
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Buscando obtener una f{raccién con mayor proporcion de Sec6ia, se decidié probar
velocidades mds altas en las centrifugaciones post-nucleares ya que la fraccién microsomal
en células de mamifero sedimenta a velocidades variadas entre 30,000 y 100,000 x g
(Spector et al., 1998}). En los esquemas subsecuentes de centrifugacién diferencial, se
utilizé una Aerofuga (Beckman) para centrifugar el sobrenadante post-nuclear (SNsoo) &
una presioén constante de 14 PS, que equivale aproximadamente a 57,000 x g, durante 30
min. Se obtuvieron un pellet (P14) y un sobrenadante que se recentrifuigé a 2.0 PSI (aprox.
95,000 X ¢}, por 9o min. Los pellets (14 y P20) y el dltimo sobrenadante (SN20) se
analizaron por Slot Blot con los anticuerpos anti-Sec61a. Con este protocolo P14. contenia

el 51 % de Sec61a mientras que cada una de las {racciones restantes contenfa menos del 20

% (Fig. 11).
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Figura 11. Distribucién de Sec61a en {racciones obtenidas por centrifugacion
diferencial. Efecto producido al aumentar las velocidades de centrifugacién
sobre la distribucién de la senial de Sec61a.
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Se intenté aumentar aiin mds la proporcién de la sefal en la fraccién intermedia o pellete
de la primera centrifugacién post-nuclear subiendo la velocidad de la centrifugacién a 15
PSI (aprox. yo,000 x g). Sin embargo, no se logré el resultado esperado (datos no
mostrados).

Recapitulando, se probaron cuatro condiciones de centrifugacién diferencial, se
caracterizaron las fracciones obtenidas utilizando el anticuerpo anti-Sec61a y mediante
densitometria se determiné el porcetaje del marcador por ug de proteina presente en cada |
fraccion. Se opté por un esquema de centrifugacién diferencial en el que inicialmente se
separan los niicleos mediante una centrifugacién a oo x g. Posteriormente se centrifuga
la fraccién post-nuclear a 14 PS! (aprox. 57,000 x g) y una tiltima centrifugacién del
sobrenadente generado en la centrifugacién previa a 20 PSI. Adicionalmente, la fraccion
nuclear se centrifuga a través de un colchén de sacarosa 1M, a 6ooo x g para eliminar los
restos celulares o células no lisadas (Fig. 12). Es importante mencionar que mientras que
los valores densitométricos que se detectan en el Slot Blot de P14 oscilan entre 5000 y
7000 pixeles, los valores observados para P2 0 y SN2 0o son generalmente bajos {entre 200
Y 2000 pixeles), sin embargo consideramos importante incluirlos en nuestro andlisis pues
reflejan claramente el patron de distribucién del marcador analizado.

FHomogenizado

soox g/ 15 min/ 4°C

Pgoo SN500
Sacarosa 1M

6oooxg /12 min/ 4°C
14.P'SI/j30 min/4°C

! !

Psoo SN 6000 P14 SN14
20 PSl/90 fvin/ 4°C
Figura 12. Protocolo final del proceso
de centrifugacién diferencial. Se A

anotan las velocidades y tiempos de
centrifugacién.
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9.3.2 Centrifugacién en Gradiente

Con el fin de subfraccionar con mejor resolucién los diferentes componentes presentes en
las fracciones obtenidas por centrifugacion diferencial, se propone la separacién isopicnica
en gradientes de densidad, tomando ventaja de las diferencias de densidad que existen
entre las membranas. El medio mds utilizado para los gradientes de densidad es la sacarosa,
sin embargo, este medio tiene algunas desventajas. La mds importante estd relacionada
con la osmolaridad. La mayorfa de los gradientes reportados van del 10 al 40% de sacarosa
{a veces llegan a concentraciones mayores), lo que significa que son hiper-osméticos. 1.0s
organelos y vesiculas tienden a colapsarse a medida que bajan a través del gradiente. Este
colapso tiene que ver con la pérdida de agua dentro de las membranas. Como el estado de
hidratacion de las proteinas y membranas es importante para su funcién, este proceso
puede ser daiiino para las fracciones (Graham et al., 1990). No obstante, los gfédientes de
sacarosa siguen siendo los mas utilizados en la literatura, por lo que consideramos
importante realizar algunos ensayos con gradientes de sacarosa y, dependiendo de los
resttltados valorar su utilizacién. Como alternativa a la sacarosa, existen otros medios como
la polisacarosa (Ficoll®), los compuestos iodinados (Nicodenz®, Optiprep®, etc) y la silica
coloidal (Percoll®). En este trabajo probamos 2 tipos de gradientes de densidad: Percoll® y

Sacarosa.

9.3.2.1  Percoll®

Después de haber obtenido una fraccién enriquecida en el marcador de Reticulo
Endopldsmico (Sec61a) mediante la centrifugacion diferencial, se procedié a la separacisn
en gradientes de Percoll®. El Percoll® es una stspension coloidal de particulas de silica con
didmetros de 10 a 30 nm dependiendo del grado de hidratacién y cuya osmolalidad es
estabilizada con sodio. Estas particulas estdn cubiertas con polivinilpirrolidona (PVP) para
proteger a las células de la accion t6xica de lasilica coloidal (Pertoft, 2000; Evans, 1992;
Percoll® Methodology and Applications, Pharmacia). La diferencia en capas de
hidratacién genera un gradiente de densidad cuando se centrifuga una suspensién de

Percoll® en presencia de NaCl 0.15 M 6 sacarosa 0.25 M.
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Se ajusté la osmolaridad del Percoll® con
NaCl o0.15 M (Percoll-NaCl) 6 sacarosa
0.25 M (Percoll-Sac}, como lo indica el
proveedor (Percoll® Methodology and
Applications, Pharmacia). Con  las
suspensiones de Percoll® se probaron
diferentes condiciones de centrifugacién
a fin de obtener una buena resolucién de
los marcadores (perlas) de densidad
comerciales (Percoll® Methodology and
Applications, Pharmacia). Se realizaron

centrifugaciones a 30,000 x g, durante

30, 60 Y 90 minutos sin llegar a observar

Percoll-0.15 M NaCl

Percoll-0.25 M Sacarosa )
una separacién de las perlas de densidad.

Figura 13. Gradientes de Percoll monitoreados con

marcadores de densidad. (soooo x g, 1h)
Percoll-NaCl: (de arriba a abajo) azul, 1.018 g/ml;
amarillo, 1.035 g/ml; verde, 1.051 g/ml; rosa, 1.064
g/ml; azul, 1.o74 g/ml; amarillo, 1.087 g/ml;
verde, 1.102. g/ml; rosa, 1.119 g/ml; morado, 1.138
g/ml.

Percoll-Sac: (de arriba a abajo) azul, 1.042 g/ml;
amarillo, 1.056 g/ml; verde, 1.063 g/ml; rosa, 1.078
g/ml; azul, 1.085 g/ml; amarillo, 1.101 g/ml; verde,

Dado que la centrifugacién a 30,000 x g
no fue exitosa, se lleyéra.(‘:abo uha
centrifugacién a 50,000 x g durante 60
minutos -y se obtuvo una buena
separacién de ‘los marcadores de

densidad pero s6lo con la solucién

1.112 g/ml; rosa, 1.133 gzml; morado, 1.152. g/ml.
Percoll - NacCl (Fig. 13). Con respecto al

gradiente de Percoll - Sac, a pesar de centrifugar a 60,000, 70,000 Yy 100,000 X g durante
60 minutos, nunca se obtuvo una separacién eficiente de los marcadores {datos no
mostrados). Dado que la viscosidad del Percoll® es una funcién de la fuerza i6nica y ésta es
menor en las soluciones salinas comparadas con el agua, los gradientes auto-formados se
crean mds rdpido en NaCl o.15 M que en la sacarosa iso-osmética (0.25 M); esta podria ser
una razén por la que no se vié una separacién tan eficiente en el gradiente con Percoll-Sac
(Pertofi, 2000).

Una vez estandarizadas las condiciones para el gradiente de Percoll, estas se aplicaron para
generar gradientes (5 ml) en los cuales separar las muestras provenientes de la
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centrifugacion diferencial. El gradiente se autoformé en las condiciones ya mencionadas y

se fracciond a mano, yendo de menor a mayor densidad. Se colectaron 21 fracciones que

fueron analizadas por Slot Blot con el anticuerpo anti - Sec61 a.. Para la caracterizacién de

las fracciones se utiliz6 el mismo volumen de cada fraccién ya que no fue posible

cuantificar la concentracién de proteina, ni por el método de BCA (Pierce), ni por el

método de Bradford (BioRad). Se encontré que, para los 4 gradientes (Psoo, P14, P20y

SN20), la mayoria de la sefial estaba concentrada alrededor de la fraccién 10, la cual

presenta una densidad aproximada de 1.035 g/ml (Fig. 14).
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Figura 14. Distribucion de Sec61a en fracciones obtenidas en gradientes de
Percoll-NaCl. a) Muestra proveniente de Psoo, b) Muestra proveniente de
P14, c)Muestra proveniente de 2.0 y d) Muestra proveniente de SN2.o.
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La densidad del RE en gradientes de Percoll® para células de mamifero no se ha reportado.
Sin embargo, en un estudio en células CHO y Hela, el RE se distribuys en fracciones de
densidades mayores a las fracciones donde se distribufan las actividades enzimdticas del
aparato de Golgi (Morand et al., 1986). La densidad del aparato de Golgi, de hepatocitos
de ratén, en gradientes de densidad de Percoll® estd reportada entre 1.028 y 1.057 g/ml de

Percoll® (Evans, 1992).

No se pudo cuantificar protefna en las fracciones obftenfidas en los gradientes de Percoll®y
tampoco se contaba con una referencia exacta de la densidad esperada para el RE en este
tipo de gradientes. Esto nos llevé a analizar la sacarosa como medio para la generacién.de

gradientes de densidad por ser el medio mds utilizado.

9.3.2.2  Sacarosa

Si bien, el 50-60% del marcador Sec61a se enriquece en la fraccién P14 se consideré
importante determinar si las estructuras celulares que contienen Sec61a asociadas a Psoo,
P20y SN2o0 presentan densidades similares a las enriquecidas en P14. Asf, cada una de las
fracciones fue analizada en paralelo en ambos gradientes de sacarosa (10-65% p/v en un
volumen final de 5§ ml). En este tipo de gradiente se han aislado actividades enzimdticas
propias de RE en amiba (Rocha, 2001; Villagémez-Castro, 2000; Avila et al., 2002). Pgira
estos gradientes se probaron 3 diferentes velocidades de centrifugacién (100,09’@ xg,
120,000 X § Y 200,000 X g durante 2 h, a 4°C) segtin lo reportado por Rocha [iom). De
cada gradiente se colectaron 21 fracciones de aproximadamente 200 ul cada una, las
cuales se colectaron mediante un fraccionador de gradiente adaptado a un colector de
fracciones. En cada ocasion se midié la concentracién de protefna por el método de BCA
(Pierce) v la densidad (en funcién del indice de refraccién de las muestras) de las
fracciones de cada gradiente. Para los casos de 100,000 Y 120,000 X g se observé una
distribucién uniforme de la concentracién de protefna a lo largo del gradiente, por lo que
se determind que no eran las velocidades adecuadas (datos no mostrados). Como se
muestra en la figura 15, en los gradientes centrifugados a 200,000 x ¢, la concentracién de

proteina aumenta conforme aumenta la densidad de las fracciones obtenidas lo cual
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concuerda con lo reportado (Evans, 1992). Este aumento en la concentracién de proteina
no sucede en las fracciones de la muestra SN2o (Fig. 15-d). Esto puede deberse a que las
proteinas contenidas en esta muestra estdn en su mayoria solubles en vez de asociadas a
estructuras membranosas. Se determiné que la densidad del gradiente, que aumenta de
forma lineal, tiene un rango de 1.02 a 1.2 g/ml de Sacarosa como se muestra en la misma
figura. Con estos resultados, se decidié centrifugar los gradientes subsecuentes a 200,000

x g (Fig. 16), para posteriormente caracterizar las fracciones utilizando el anticuerpo anti-

Secé1a.
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Figura 15, Distribucién de proteina a lo largo del gradiente de sacarosa (10-65%).
centrifugacion fue a 200,000 x g. (®)Concentracién de proteina y () densidad de las
fracciones obtenidas en cada gradiente. a) Psoo, b) P14, c)P20 y d) SN2o.
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Muestra proVeniemc de
Centrifugacién Diferencial
(Psoo, P14, P20, SN2.0)

Gradiente de Sacarosa (10 - 65 %)
200,000xg/ 2 h/4°C
_ (Uhracentrifuga Optima TL, rotor TLA100.4)

Fraccionar Gradiente
(Autodensi Flow, Labconco)

Andlisis de Fracciones
(Slot Blot)

Figura 16. Esquema de fraccionamiento en gradiente de sacarosa. Las muestras
provenientes de la centrifugacion diferencial se someten a este proceso con el fin de
obtener mejor resolucién de la distribucién del marcador.

La caracterizacién, utilizando el anticuerpo anti-Secéta, de las fracciones obtenidas de los
gradientes centrifugados a 200,000 x g se muestra en la figura 17. Esta figura contiene
gréficas representativas de 9 experimentos independientes. Se utilizé el valor
densitométrico del homogenizado de trofozoitos para normalizar los valores de las
fracciones y la sumatoria de los valores normalizados se tomé como el 100% de la
distribucién del marcador. Antes de hacer un andlisis de los resultados del
fraccionamiento de la muestra P14, es importante recordar que las muestras provenientes
de las fracciones Pso0, P20 y SN2 contienen, cada una, menos del 20 % de Sec61a.: Hay
que enfatizar que los resultados obtenidos a partir de dichas fracciones s'él»orpywyéde‘n'sérb )
analizados en términos del patron de la gréfica de distribucién. (Figuras 17-a; ¢y d,

respectivamente).
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Ahora bien, respecto al fraccionamiento del marcador molecular Secé1a presente en P14,
éste se detecta a lo largo del gradiente de sacarosa (Fig. 17-b). La sefial es claramente mayor
(>5%) entre las fracciones 8 y 12, con densidades entre 1.07 y 1.13 g/ml con un marcado
incremento de la seial en la fraccién 10 con densidad de 1.1 g/ml. Esta densidad es similar
a la previamente reportada para RE en amiba, medido por actividades enzimdticas

(Villagémez-Castro, 2000; Rocha, 2001, Avila et al., 2002). Es importante mencionar

que en algunos gradientes con muestra P14 la sefial detectada en fracciones con -mayor

densidad es mayor al 5%. B
Algunos graficos reportados en la literatura respecto a fraccionamiento subce]dlar:dé RER .
de células de mamifero sobre gradientes de sacarosa muestran un comport:imyie‘nAto s}mi]af,if'r
donde es posible detectar actividades tipo RER en fracciones con densidades de 111 g/ml
(Shore y Tata, 1977). En el caso particular de trofozoitos de amiba donde no parece haber
un sistema endomembranoso continuo, los resultados presentados en este trabajo
refuerzan la hipdiesis postulada en nuestro laboratorio, la cual propone que actividades
tipo RE y aparato de Golgi pudieran estar asociadas a algunas de las muiltiples vacuolas y
vesiculas existentes en el trofozoito, lo que explica la sefial detectada en fracciones del
gradiente de sacarosa con alta densidad. Esta amplia distribucién del marcador
correlaciona con lo previamente encontrado por Roberto Stock y Andrés Saralegui de
nuestro laboratorio en un estudio por inmuno-microscopia confocal {(datos no publicados).
Utilizando los mismos anticuerpos anti-Sec61a en inmunocitoquimicas, se ha observado
una distribucion "punteada” heterogénea del marcador dentro del trofozofto. Resultados
similares fueron obtenidos al analizar la distribucion del otro marcador de RE, STT3,
estudiado en nuestro laboratorio (Figura 18-b). La figura ‘181,ilustra de manera
representativa las imdgenes observadas, haciendo notar que en trofozoitos de amiba, ni
Sec61a ni STT3 estdn asociados a estructuras celulares peyrinu‘élea‘res caracteristicas de un

reticulo endopldsmico en una célula eucariote (Fig. 18).
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Figura 18. Proyeccién ecuatorial de médxima intensidad de trofozoitos. Los trofozoitos
fueron permeabilizados con 0.2% Triton x 100. En rojo se muestran los niicleos tefiidos
con loduro de Propidio. En verde la localizacién de a) Sec61a y b) STT3. Como primer
anticuerpo se utilizo el mismo anticuerpo que para los Slots Blots a una concentracién de s
pg/ml. Como segundo anticuerpo se utilizé un anticuerpo anti-conejo conjugado a Alexa
488, a una dilucion de 1:1000. Imigenes proporcionadas por Andrés Saralegui.

9.4 Caracterizacién de las fracciones subcelulares con apoyo de actividades
enzimdticas (DPMS, NAGPT/NAGT)
Como parte de la caracterizacién de las fracciones subcelulares, se determiné la actividad
de dos enzimas (Dolicol Fosfato Manosa Sintetasa -DPMS- y N-Acetil Glucosaminil
Fosfotransferasa/N-Acetil Glucosaminil Transferasa -NAGPT/NAGT-), propias de RE,
en colaboracién con el grupo del Dr. Everardo Lépez-Romero. En un estudio sistemdtico,
el grupo del Dr. Lépez-Romero ha reporiado la localizacién de la actividad de estas
enzimas en fracciones subcelulares con densidades que oscilaron entre 1.10 y 1.16 g/ml
(Rocha, 2001; Villagémez-Castro, 2000). A partir de estos datos se decidi6 determinar si
los marcadores de RE, Sec61a y STT3, se enriquecian en las mismas fracciones que las
actividades enziméticas de DPMSy NAGPT/NAGT. Siguiendo el protocolo del grupo del
Dr. Lépez-Romero, las fracciones subcelulares se obtuvieron centrifugando el
homogenizado de trofozoftos (protocolo modificado de Aley y colaboradores, 1980) sobre
un gradiente continuo de sacarosa 10 - 65 % (p/v) a 220,000 x g durante 4 h. Se
colectaron y analizaron 31 fracciones. Se encontré que las actividades de DPMS y

NAGPT/NAGT se localizan en fracciones con densidad 1.12. - 1.15 g/ml, como antes
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reportado por este grupo. En el experimento ilustrado en la figura 19, se observan dos
picos de actividad adicionales, contenidos en fracciones de alta densidad. La distribucién
de la sefial de Secé1a en este gradiente, y en otros experimentos de este tipo, resulté ser
mds amplia (1.11 - 1.2 g/ml) que la de las actividades de DPMS y NAGPT/NAGT (Fig. 19),
inclusive que la ilustrada en la figura 17-b. En tanto que resultados preliminares, en la
gréfica se incluye la distribucién de STT3 analizada en uno de los gradientes de sacarosa
realizados. A reserva de confirmar la. distribucién de este marcador, se plantea la
necesidad de profundizar el estudio de biologia celular y bioquimica de estaspfotetnas,

marcadores de funciones tipo RE, en trofozoitos de amiba.
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Figura 19. Distribucién de actividades enzimdticas y marcadores moleculares a lo

largo del gradiente de sacarosa. (®) Secéic. (M) STT3.( o) NAGPT/NAGT.( o)
DPMS. La densidad se representa como una linea continua en azul.
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Una interpretacién a la diferencia en la distribucién de la sefial de Secéira, entre los
gradientes de las figuras 17 y 19, se refiere a las condiciones experimentales utilizadas. Es
decir, el homogenado del experimento ilustrado en la figura 19 se obtiene resuspendiendo
los trofozoitos en un buffer tipo PBS e incubacién con concanavalina A para facilitar la
separacién de la membrana plasmdtica una vez lisado el trofozoito; mientras que el
homogenado de amibas analizado en la figura 17 proviene de células resuspendidas en
buffer "estabilizado" con sacarosa y seleccién, por centrifugacién diferencial, de aquellas
estructuras membranales que sedimenten a 14 PSI. Quizds la sacarosa sea necesaria para
estabilizar algunas interacciones entre membranas internas y macromoléculas, por
ejemplo, ribosomas. Tal es el caso de la enzima glucosa-6-fosfatasa, propia del RE, cuya
actividad en microsomas de células de mamifero fraccionados sobre gradientes de sacarosa
se observa a densidades entre 1.18 y 1.23 g/ml (Evans, 1992). Sin embargo, cuando la
fraccién microsomal post-nuclear de higado de rata se procesa en presencia de 500 mM:
KCly 20 mM EDTA y se emplea ademds un desintegrador Ultra-Turrax, para elkimina‘r la:
asociacién con ribosomas y mitocondrias, las fracciones de gradiente de sacarosa con
actividad de glucosa-6-fosfatasa se desplazan a densidades menores entre 1.11 y 1.16 g/ml
(Shore y Tata, 1977).

En el caso del trofozoito de E. histolytica, amitocondriado, hay observaciones importantes
de remarcar. Por un lado, la expresiéon de marcadores tipo SRP54. y Sec61a sugiere una
interaccion funcional tipo ribosoma-membrana (con funcién de RE). Por otro lado,
estudios de microscopia electrénica muestran la organizacién de polisomas en estructuras
helicoidales detectdndose en ocasiones asociados a vacuolas (Martinez-Palomo, 19[89‘): Sin
embargo, no existen datos bioquimicos que confirmen tal asociacién o qu'e-)‘ofériﬁiian
especular respecto a su posible funcién. Por lo que no es de excluir que, la distribucién de
Sec61a a lo largo del gradiente de sacarosa, enlas coﬁdicion‘es e’xperimemzi]es utilizadas en
este trabajo, refleje una posible interaccién entre diélinlas membranas qué dependiendo
de la osmolaridad o la fuerza i6nica del medio se pueden romper o desestabilizar

generando una gama de densidades.
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Los datos obtenidos en esta tesis, en conjunto con los datos generados por microscopia
confocal en nuestro laboratorio, nos hacen suponer que los marcadores moleculares tipo
RE en E. histolytica pudieran estar repartidos en vesiculas o vacuolas distribuidas por toda
la célula, aunque tal vez no en todas las estructuras membranosas que los contenga, los -
marcadores se encuentren funcionalmente activos.

Resulta muy tentador pensar que el trofozoito de amiba haya desarrollado un mecanismo
de sintesis, transporte y secrecién de proteinas donde ambas actividades tipo RE y aparato '
de Golgi se efecttien mediante un proceso similar al modelo de maduracién de cisternas de
Golgi descrito para algas verdes. Una consecuencia de la hip6tesis de maduracién de
cisternas es que la distribucién de las enzimas del Golgi es en forma de gradientes de
concentracién mds que de separaciones absolutas. Dado que el empaquetamiento de las
enzimas del Golgi en las vesiculas COPI es un proceso estocsstico, las moléculas
individuales de cada enzima no estdn restringidas a una posicién particular dentro de las
cisternas. Por ejemplo, si una enzima se concentra en la cisterna cis, alguna molécula de
esta enzima podria estar en las cisternas medial y trans, aunque no necesariamente de
forma activa (Glick et al., 1997). .
Tomando en cuenta el modelo de maduracién de cisternas se puede especular,
contrariamente a la ruta secretoria tipica, que las proteinas del RE (por ejemplo Sec61a) se
localicen en estructuras membranosas similares a vesiculas de transporte retrégrado, péro
no necesariamente en forma activa. Resulta interesante saber cudles de los marcadores sel
distribuyen de manera idéntica a su actividad enzimdtica. Para contestar esto se podria
analizar la distribucién de las proteinas DPMS y NAGPT/NAGT. Para ello se podrfan
generar anticuerpos especificos contra estas proteinas y con ellos analizar las Fracaones
subcelulares en gradientes de sacarosa. De esta manera se determinarfa sii]a dlsmbucxén
de 1a proteina en este tipo de gradientes es similar a la de las actividades ‘é‘hzi'm;i’tic‘asf
carrespondientes. La importancia de realizar experimentos de ciioloca]izacién de laf;D:PVMS,

y NAGT en trofozoitos es evidente.

Otra interpretacion de la distribucién de Secéia respecto a la actividad de las enzimas.

DPMS y NAGT podria ser basada en la posiblidad de que, si bien son marcadores
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moleculares de RE rugoso, en amiba Sec61a presente una citolocalizacién mas génerica
que la de DPMSy NAGT. De acuerdo al mecanismo de sintesis y transporte de proteinas
a lo largo de la ruta secretoria en células eucariotes tipicas, las proteinas deben ser
translocadas al RE a través del poro formado por el complejo Secé; la transferencia en
bloque del oligosacarido a la protefna naciente (etapa inicial de N-glicosilacién) sucede a
la translocacién. Si bien es sabido que no todas las proteinas translocadas al RE serdn
substrato para N-glicosilaciones, es posible que ambas reacciones se realicen en el mismo
entorno de la membrana del RE {Johnson et al., 1999). La ruta de biosintesis del dolicol-
oligosacdrido precursor de la N-glicosilacién es un proceso multienzimatico donde las
primeras reacciones se llevan a cabo en la cara citoplasmética del RE rugoso mientras que
las reacciones terminales se realizan en la cara luminal del mismo (Burda y Aebi, 1999).
Para determinar si en los trofozoitos de E. histolytica el marcador molecular tipo RE Sec61a
estd presente en las mismas estructuras membranosas que DPMS y NAGPT/NAGT se
podrian hacer co-inmunoprecipitaciones con los anticuerpos correspondientes. Asfmismo,
serfa interesante inmunopurificar las membranas que contienen Secé1a y preguntarse si-
presentan actividad de DPMSy NAGPT/NAGT.

Seria importante realizar, en paralelo, experimentos de inmuno-microscopia confocal pues
nos darfa aproximacién comparativa de la distribucién celular de estas enzimas respecto a

Secéla.,

9.5  Comparacién de las fracciones subcelulares de amibas provenientes de
absceso hepdtico con las fracciones subcelulares de amibas de la linea
celular HMa

Actualmente, se estd iniciando una linea de investigacién en nuestro laboratorio donde se

utilizan amibas colectadas de absceso hepdtico de hamster (o sea con patogenicidad

comprobada). Con estas amibas, una vez axenizadas, se pretenden evaluar fenotipos no.
presentes en amibas tipicas de cultivo ya que el cultivo de amibas in vitro se realiza en
condiciones nutricionales muy ricas, lo cual podrfa llevar a que se perdieran, a lo largo de

generaciones, los fenotipos necesarios para la palogemcxdad
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Datos generados en el laboratorio mediante técnicas de inmunocitoquimica sugieren
diferencias en el patrén de citolocalizacién de marcadores moleculares entre trofozoitos de
una linea celular (Fig. 18) y los provenientes de hdamster infectado con E. histolytica
(Saralegud, datos preliminares no publicados). En éstos tiltimos, la sefial de Sec61a y ST'T3
parece estar mds localizada en ciertas zonas de la célula y no tan heterogéneamente
distribuido como en el caso de los trofozoitos de la linea celular. De esta observacién surge
la pregunta ihay diferencias estructurales, bioquimicas y funcionales entre la ruta
secretoria de los trofozoitos de cultivo y los aislados de absceso hepdtico? Se planteé un
estudio comparativo entre fracciones subcelulares de trofozoitos de 1a linea celular HMay
de amibas colectadas a partir de absceso hepitico de hdmster y axenizadas. Las muestras se
procesaron de acuerdo a los protocolos de homogenizacién y fraccionamiento por
centrifugacién diferencial y gradiente de sacarosa definidos en este trabajo (Figs. 12. y 16).
Los resultados obtenidos con ambos tipos celulares son muy similares. P14 contiene
aproximadamente el 50% de Secé1a, mientras que cada una de las fracciones Psoo0, P20y

SN2o representa menos del 20% (Fig. 20).
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Figura 20. Distribucién de Sec61a en los pellets de la centrifugacién diferencial. Se
comparan las fracciones provenientes de amibas de hfgado (=) y amibas de cultivo ().
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De igual manera, no se detectan diferencias significativas en la distribucién de la sefial de
Sec61a en gradientes de sacarosa entre los trofozoitos HM1 y los provenientes de hdmster
infectado (Fig. 21). Si bien, al ser analizada por inmunocitoquimica, la sefial de los
marcadores moleculares parece estar mas localizada en los trofozoitos colectados de
absceso hepdtico que en las amibas cultivadas de rutina en el laboratorio no se detecta una
diferencia a nivel de fraccionamiento subcelular. Es decir, Sec61a pudiera estar contenido
en estructuras celulares de densidad similar en ambos tipos de trofozoitos pero que a nivel

celular, su distribucton sea diferente.
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9.6 Comparacién entre el fraccionamiento subcelular de células HeLa y
trofozoitos de E. histolytica (linea celular FIMa1)

Teniendo en cuenta las peculiaridades celulares, estructurales y bioquimicas de Entamoeba
histolytica no es de sorprender que no se haya obtenido un patrén de fraccionamiento de
Sec61a similar al ya bien caracterizado fraccionamiento de microsomas de células de
mamifero. No obstante, y en el dnimo de validar las condiciones experimentales definidas
en este trabajo, se realizaron algunos fraccionamientos subcelulares, tanto de células HelLa
como de trofozoitos de la linea celular FIM1, siguiendo tanto los protocolos estandarizados
en este trabajo (Figs. 12 y 16) como el esquema de fraccionamiento de células Hela
reportado en la literatura (Nilsson et al., 1994). Dado que los anticuerpos anti-Secé1a de
amiba no reconocen la proteina correspondiente en células Hela, se utilizaron
anticuerpos anti-PDI (StressGen). La Protein Disulfuro Isomerasa o PDI es un marcador
molecular del lumen de RE.

Utilizando las condiciones de fraccionamiento por centrifugacién diferencial establecidas
en este trabajo, se encontrd que, al igual que en la muestra de trofozoitos, en la fraccién
P14 (14. PSI 0 “57,000 x g) de células Hela se localiza el 56% de la sefial del marcador de
RE PDI, mientras que en el resto de las fracciones, el marcador se distribuye en menos de!
20% de PDI en cada fraccién (Fig. 22). La distribucion de PD! lograda con este esquema
concuerda con los reportes en la literatura, donde se sugiere que para sedimentar

microsomas, se debe centrifugar a velocidades entre 30,000 y 100,000 x ¢ (Evans, 1992).




R,
(o} Q 8\

W
Q

p
0

bucién de marcadores moleculares (%)

,_,‘.
Qo

R e s TR ST

“Distnri
0

1 1 1 1 ]

Psoo P14 P2o SN2o

Fraccién
Figura 22. Distribucién de marcadores moleculares en fracciones obtenidas
por centrifugacién diferencial. (¢) Distribucién de Sec6ia en homogenizado
de trofozoitos. (=) Distribucion de PDI en homogenizado de células Hela.

Siguiendo el protocolo descrito en este trabajo (Fig. 16}, las fracciones de la centrifugacién
diferencial se cargaron sobre gradientes de sacarosa (10-65 %). En las muestras
pravenientes de Psoo, P20 y SN2o, de las células Hela, PDI se distribuye de manera
similar a Sec61a en las fracciones del Psoo, Pao y SN2o de los trofozoitos (datos no
mostrados). Esto podria deberse a la ya de por si poca sefial del marcador en estas
fracciones (menos del 20% cada una). Sin embargo, la distribucién de los marcadores en el
P14 fue diferente. PDI se localiza preferentemente en las fracciones con mayor densidad’
del gradiente (1.16 a 1.2 g/ml) comparado con la distribucién de Secé1a que en fracciones:

de amiba tiende a enriquecerse mds hacia la zona media del gradiente, es decir, entre 1.10

y 1.15 g/m! (Fig. 23).
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Figura 23. Distribucién de marcadores moleculares a partir de P14, en fracciones
obtenidas en gradiente de sacarosa. (®)Distribucién de Sec61 a, utilizando trofozoitos,

en el gradiente de sacarosa. (®)Distribucién de PDI, wtilizando células Hela, en el
gradiente de sacarosa. Se grafica también la densidad para cada gradiente (o-trofozoitos;
O - células Hela).

No existen reportes en la literatura acerca de la distribucién de PDI en gradientes de
sacarosa, sin embargo se sabe bien la distribucién de otros marcadores de RE en este tipo
de gradientes. Mediante la actividad de la NADH-citocromo C kr‘edy‘étaéé‘.vée ha re‘pOftado
que el RE de células Hela se distribuye en fracciones de alta densidad en gradientes de
sacarosa del 20-65% (valores no reportados, Réttger et al., 1998). Los datos, para células
Hela, abtenidos con el protocolo de fraccionamiento subcelular estandarizado en este

proyecto correlacionan con lo reportado para el RE de estas células.
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De la misma manera en que se comprabé si el protocolo de fraccionamiento de este
proyecto fitncionaba con células de mamifero, se probé un protocolo de fraccionamiento
reportado para células Hela pero utilizando trofozoitos de E. histolytica. Se utilizé una
modificacién del método reportado por Nilsson y colaboradores (1994) en el que se
lavaron las células dos veces con TEA-KCL, pH 7.4. (Trietanolamina 10 mM, KCl 250 mM)
centrifugando a 500 x g, durante 10 minutos, a 4°C. Después se lavaron con KEHM, pH
7.4 (KCl 50 mM, EGTA 10 mM, HEPES 50 mM, MgCl, 1.92 mM) centrifugando a soo x
g, 10 minutos a 4°C. Las células Hela se homogenizaron con 20 golpes del
homogenizador Potter-Elvehjem en KEHM con inhibidores de proteasas (Cemplete,
Roche) mientras que 10 golpes del pistilo del homogenizador Potter-Elvehjem fueron
suficientes para homogenizar trofozoitos en el mismo buffer KHEM adicionado con
inhibidores de proteasas (E64. 0.5 mM y PMSF 5 mM). Se produjo un sobrenadante post-
nuclear centrifugando a 1,800 x g, durante 5 minutos, a 4°C. El sobrenadante (0.5 ml) se
cargo sobre 2 ml de un gradiente continuo de sacarosa de 20-65% (Ultracentrifuga
Optima TL, rotor TLS 55, 20000 rpm/2 hr) del que se colectaron 12 fracciones de
aproximadamente 200 ul. Las fracciones se caracterizaron con los anticuerpos anti-PDI

(HelLa) o anti-Secé61a (amiba).

Bajo estas condiciones experimentales, la distribucién del marcador de RE, PDI; e‘kh,l‘as
fracciones provenientes de células Hela fue muy diferente a la distribucri‘ériidg' Sec61a :
encontrada en la muestra de amiba. PDI se distribuyé de 1a manera en que séréﬁér’fé la
distribucion del RE de las células Hela. Es decir, hubo una mayor distribucién deeste
marcador en las fracciones con mayor densidad del gradiente (Rottger et al;‘,"ig’éé %Va]é‘re; o
de densidad no definidos en el citado trabajo). Contrariamente, la dislri_buéibn de Secéia

fue uniforme a lo largo del gradiente (Fig. 24) ya que no se detecta un pico déﬁhido;
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Figura 2.4. Distribucién de marcadores moleculares en fracciones obtenidas en gradiente
de sacarosa. (®)Distribucion de Sec61a, utilizando trofozoitos, en el gradiente de

sacarosa. (™) Distribucion de PDI, utilizando células Hela, en el gradiente de sacarosa. Se
grafica también la densidad para cada gradiente (o-trofozoitos; 03 - células Hela).

La distribucion uniforme de Secé1a en este gradiente podria deberse a las condiciones de
homogenizacion o a la naturaleza de las estructuras celulares amibianas con funcién tipo
RE. A pesar de que se verifics la preservacién de los niicleos, por microscopfa después de
la homogenizacién, podria ser que el buffer de homogenizacién no sea el indicado para
preservar las estructuras subcelulares de la amiba. Se sabe que la presencia de TEA 10 mM
en el medio hace que las células de mamifero sean lo suficientemente frégiles para ser
homogenizadas con facilidad en homogenizadores tipo Dounce o Potter-Elvehjem (Evans,
1992). Podria ser que la presencia de TEA en el buffer de lavado resulte agresiva'pa‘r'a]a‘
estabilidad de las estructuras membranosas internas del trofozoito y que, sin embargo, sea

stficiente para preservar las de las células Hela.




10.

Conclusiones

Se probaron 4 soluciones con diferentes concentraciones de sacarosa y 2 soluciones
con diferentes concentraciones de PBS. El buffer de homogenizacién que se escogié
fue el que tenia una concentracién de sacarosa 200 mM, EDTA 1 mM y NaHCO; 10
mAy; es ligeramente hipo-osmdético y con sélo 10 golpes del homogenizador se obtiene

yroximadamente 909 de amibas lisadas y el 90% de nt i .
a ada te 9o% de amibas lisadas y el 90% de niicleos intactos

Se probaron cuatro condiciones de centrifugacion diferencial. Se caracterizaron las
fracciones obtenidas utilizando el anticuerpo anti-Sec61a y mediante densitometria se'.
dowrmitlui el enriquecimicnto en el marcador. Se opté por un esquema de
centrifugacion diferencial que incluye una centrifugacién a soo x g por 15 minuios,
una a 14 PSI por 30 minutos y otra a 20 PSI por 9o minutos, con una centrifugacion del

pellet nuclear a través de un colchén de sacarosa 1M, a 6oc0 x g.

Se estandarizaron las condiciones para los gradientes de Percoll® (50,000 x g por 6o
minutos) donde se enriquecieron fracciones (7 - 12) en el marcador Sec61a. Sin
embargo, nunca se logré cuantificar proteina y tampoco se conté con una referencia
exacta de la densidad esperada para el RE en gradientes de esta suspensién, por lo que

se decidio no utilizar en lo subsecuente este tipo de gradientes.

En gradientes continuos de Sacarosa (10 - 65 %) se observé que Sec61a se enriquece a

partir de la fraccion 10, la cual corresponde a una densidad de 1.1 g/ml.

La distribucién de Secé61 a en las fracciones subcelulares de amibas provenientes de
absceso hepdtico es similar a la distribucién del marcador en las fracciones subcelulares

de amibas provenientes de cultivo axénico.
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¢ Se encontrd que las actividades de DPMS y NAGPT/NAGT se localizan en fracciones
con densidad 112 - 1.15 g/ml y que la distribucién de Sec61a y STT3 es mds amplia

(t11-12g/ ml) que la de las actividades enzimdticas.

11.  Perspectivas

*  Generar anticuerpos contra-las enzimas DPMS y NAGPT/NAGT y determinar si la

localizacion de la enzima es idéntica a la‘localizacion de la actividad.

e Realizar innumoprecipitaciones con las anticuerpos Sec61a y STT3 y determinar si las

enzimas DPMS y NAGPT/NAGT se encuéntran en las mismas fracciones.

*  Analizar las fracciones subcelulares por microscopia electrénica y téenicas de inmuno-

oro paraver el tipo de estructuras en las que se localizan los marcadores.
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