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RESUMEN

La identificacion y caracterizacion de las moléculas que participan en la
virulencia de Entamoeba histolytica es de suma importancia para, eventualmente,
tratar de bloquear la patogenicidad del parasito. Recientemente se localizé en el
DNA amibiano un /ocus que contiene rres genes que codifican para proteinas que
participan en su virulencia: i) el complejo EnNCPADH, que esta compuesto por una
adhesina (EhADH112) y una cisteina proteasa (EhCP112); y ii) una proteina
reguladora del transporte intracelular (EhRabB) que participa en la fagocitosis.
Con el fin de dar mas evidencias de la participacion de estas proteinas en la
patogenicidad de E. histolytica, en este trabajo se analizé la organizacion
genomica de este locus, la expresion y la localizacion subcelular de estas
proteinas en la clona L-6, una mutante deficiente en fagocitosis y en virulencia.
Mediante estudios de PCR utilizando oligonucledtidos especificos, se determiné
que en la mutante existe una organizacion genémica similar a la reportada para la
clona silvestre. También, se realizaron experimentos de Westem blot utilizando
extractos totales de trofozoitos y anticuerpos especificos contra estas proteinas.
En estos ensayos se encontraron diferencias en la expresion de estas proteinas
en la clona mutante con respecto a la silvestre. Finalmente, mediante ensayos de
inmunofluorescencia indirecta, se encontraron diferencias en la localizacion
subcelular de EhRabB durante la fagocitosis.

Estos resultados podrian sugerir que la deficiencia en fagocitosis de la
clona L-6 podria deberse, al menos en parte, a la baja expresion de EnCPADH,
asi como, a la baja velocidad de traslocacion de la proteina EnRabB a bocas
fagociticas.



I. INTRODUCCION

La amibiasis es la enfermedad infecciosa del ser humano causada por el
protozoario Entamoeba histolytica. Esta especie vive como comensal en el lumen
intestinal, aunque por factores aun desconocidos puede invadir la mucosa
llegando incluso a diseminarse a otros drganos por via sanguinea, principaimente
al higado y con menos frecuencia, a pulmén, cerebro, piel, genitales, bazo, rifién,
incluso el cartilago y el hueso puea.n resultar erosionados por efecto de estos
parasitos sensibles a los cambios osméticos y de apariencia inofensiva (Martinez-
Palomo, 1982; Kretschmer, 1994). En la mayoria de los casos, la amibiasis
intestinal se manifiesta como diarrea o disenteria y tiene un curso limitado
(Martinez-Palomo, 1986). Las fuentes principales de infeccion son la falta de
higiene en la preparacion de los alimentos, el inadecuado tratamiento de las aguas
negras y la falta de higiene personal. Este protozoario entérico es responsable de
mas de 100, 000 muertes cada afio a nivel mundial, situdndose en segundo lugar
en mortalidad debido a protozoarios parasitos, solo después de la malaria (WHO,
1997).

La amibiasis se puede llegar a observar en paises con gran desarrollo
econdmico, sin embargo su frecuencia es incomparablemente méas alta en los
paises en vias de desarrollo. Las naciones que a la vista de los investigadores
constituyen los maximos representantes mundiales de dicho padecimiento son:
India, Egipto, Turquia y México a los cuales se les conoce como “Las patrias de la
amibiasis” (Kretschmer y col; 1994).

E. histolytica es un parasito que se diferencia de los procariontes por tener
nucleo organizado, genoma complejo y superficie constituida por una sola
membrana plasmatica. Si bien estas Ultimas son caracteristicas de los
eucariontes, las amibas se distinguen también de éstos por su organizacién
citoplasmatica rudimentaria y division nuclear sin cromosomas evidentes



(Martinez-Palomo, 1987). Asi, E. histolytica puede ser considerado como un
eucarionte rudimentario.

La clasificacion taxonémica de E. histolytica de acuerdo a Martinez (1985)
es la siguiente:

Phylum Protozoa

Subphylum Sarcodina

Superclase Rhizopoda

Clase Lobosea

Subclase Gymnamoebia

Orden Amoebida

Familia Entamoebidae
Género Entamoeba

Especie Entamoeba histolytica

1. CICLO DE VIDA DE E. histolytica

E. histolytica presenta una fase invasiva (trofozoito) y otra quistica (quiste),
siendo esta Ultima la que permite propagarse a otros hospederos (Martinez-
Palomo, 1982).

El ciclo de vida de E. histolytica consta de varios estadios consecutivos que
son: quiste, metaquiste, trofozoito y prequiste. (Fig.1).

La forma infectiva es el quiste, éste puede sobrevivir fuera del huésped por
semanas 0 meses (Noble y Noble, 1976). La transmision se presenta cuando un
individuo ingiere alimentos contaminados con quistes (Fig. 1), entonces, en los
intestinos los nucleos del quiste se dividen para formar ocho nucleos (metaquiste),
cuya division del citoplasma produce 8 trofozoitos mononucleados. Los trofozoitos
viven en el colon y pueden producir la invasion a los tejidos (Fig.1). La
enquistacion se produce cuando el trofozoito sufre dos divisiones nucleares, su
motilidad disminuye, el citoplasma se reduce (prequiste), entonces tienden
redondearse y se forman los tipicos quistes tetranucleados (Fig.1). Se cree que los
quistes no pueden pasar a la fase de trofozoito en el mismo huésped, si no que,



FIGURA 1. CICLO DE VIDA DE Entamoeba histolytica.

El ciclo de vida de E. histolytica inicia con la ingestion de quistes en bebidas o alimentos
contaminados (1). En el intestino, el quiste da lugar a ocho trofozoitos que se adhieren al
epitelio y que se dividen por fisién binaria (2,3). Los trofozoitos pueden seguir diferentes
vias: salir con las heces para morir, convertirse en comensal del hospedero (A), colonizar
el intestino e invadir mucosas (B), invadir otros érganos (C), enquistar y salir con las
heces hasta ser ingerido por un nuevo hospedero (4).

Tomado de http://www.dpd.cdc.gov/DPDx/HTLM/Amebiasis.htm



tienen que ser expulsados con las heces para empezar un nuevo ciclo, por lo que
las personas infectadas pueden eliminar hasta un promedio de 45 millones de
quistes por dia (Martinez-Palomo, 1982; Ravdin, 1988).

2. MORFOLOGIA

Trofozoito: La forma invasiva de E. histolytica habita en la cavidad del
tracto gastrointestinal, es pleomorfica, mide de 20-50 um de diametro y algunos
autores han propuesto que se origina de una forma no invasiva. El trofozoito es
capaz de penetrar en los tejidos y se caracteriza por la gran ingestion de
entrocitos, ademas de que puede producir Ulceras y lesiones de diferentes
organos de hospederos humanos. Estas lesiones se caracterizan primordialmente
por una necrosis extensa (Kretschmer y col; 1994).

El citoplasma de los trofozoitos amibianos presenta dos areas relativamente
bien definidas: una porcién externa hialina, transparente, sin granulos, que recibe
el nombre de ectoplasma, y una porcion intema granular que contiene diversas
inclusiones, aigunas de ellas vacuolas fagociticas, denominada endoplasma. En la
superficie del trofozoito amibiano estan presentes tres tipos de especializaciones:
i) los seuddpodos, estructuras motrices orientadas frontaimente, ii) el uroide,
apéndice situado en la regiéon caudal de la célula y relacionado con funciones
defensivas de ésta, y iii) los filopodios, proyecciones del citoplasma de las amibas
vinculadas con su actividad fagocitica (Fonte, 2000).

Anteriormente se pensaba que las amibas carecian de un citoesqueleto
estructurado y de organelos en su citoplasma. Sin embargo, Ghosh y col, (1999)
encontraron por experimentos de microscopia confocal quitinasa retenida en
algunas vacuolas citoplasmicas, sugiriendo que en este parasito existe un sistema
semejante al reticulo endoplasmico y al complejo de Golgi. Por otro lado, estos
sistemas han sido identificados también mediante microscopia electronica de
transmision empleando marcadores especificos como la tiamino-pirofosfatasa
(Mazzuco y col, 1997). Ademas, utilizando naranja de acridina y por hibridacion in



situ de trofozoitos con una sonda de DNA que codifica los RNA ribosomales
(rDNA) se detecté DNA citoplasmatico en trofozoitos vivos en una estructura que
Orozco y col, (1997) llamaron EhkQ. Por otro lado Mai y col, (1999) y Tovar y col,
(1999), basandose en la presencia de proteinas de origen mitocondrial en
estructuras citoplasmicas, han reportado un organelo analogo a mitocondria y que
pudiera ser el EhKO.

Quiste: La forma infectiva del organismo es de forma redondeada u oval,
mide de 8 a 20 um de didmetro. Presenta una pared de quitina, membrana
plasmatica, citoplasma y dependiendo de su madurez contiene de uno a cuatro
nucleos, que es la forma madura. Su pared quitinosa le confiere resistencia hasta
por ocho dias en el suelo a una temperatura de 28-34°C y mas de un mes a 10°C,
en cambio mueren a 68°C (Freachem, 1983). Los quistes recién formados tienen
un solo nucleo grande semejante al de los trofozoitos, pero al evolucionar, este
nucleo se divide en dos y estos a su vez por otra division producen cuatro nucleos
pequefos, caracteristicos del quiste maduro, los nucleos mantienen su estructura
y la cantidad original de cromatina (Ravdin, 1988).

3. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD

El estudio de las propiedades bioldgicas de los trofozoitos amibianos que
participan en la expresién de la virulencia, han permitido distinguir tres etapas en
el mecanismo agresor de E. histolytica sobre la célula blanco: adhesidn, citdlisis
dependiente de contacto y fagocitosis (Orozco y col, 1983; Martinez-Palomo,
1986; Pérez-Tamayo, 1986; Ravdin; 19886).

3.1 ADHESION

Los trofozoitos de E. histolytica se adhieren a monocapas de células
epiteliales en cultivos y también a superficies inertes como plastico y vidrio. La
adhesion de los trofozoitos a substratos inertes es mediada por mecanismos
inespecificos, mientras que la adhesion a células epiteliales, requiere de un
mecanismo especifico donde se involucran moléculas de la superficie del parasito



(adhesinas) y moléculas en la superficie de la célula blanco (receptores)
(Martinez-Palomo, 1986).

Para la identificacion de las moléculas de los trofozoitos de E. histolytica
que participan directamente en la relacion huésped-parasito se han realizado
estudios de inhibicion de la adhesion de trofozoitos a su célula blanco, mediante el
uso de azucares y anticuerpos especificos. Estos estudios demostraron que si se
inhibe la uniéon también se inhibe el proceso patogenico sobre las células blanco,
sugiriendo que el contacto inicial entre el trofozoito y éstas células es mediado por
interacciones especificas, y que la adhesion es necesaria para que ocurra la
fagocitosis y la citdlisis (Ravdin y col, 1985; Cano-Mancera y Lopez-Revilla, 1987,
Arroyo y Orozco, 1987).

Las primeras evidencias de que la adhesion de los trofozoitos a la célula
blanco estda mediada por receptores especificos se obtuvieron a partir de
experimentos de adhesion, utilizando eritrocitos de diferentes especies. En estos
ensayos se mostro que los trofozoitos de E. histolytica tienen una preferencia para
unir los eritrocitos de hamster y de humano (Olguin, 1884). Se han descrito dos
proteinas con actividad de lectina que se identificaron por la capacidad de los
extractos amibianos para aglutinar eritrocitos y células de la linea CHO. Una de
ellas es inhibida por oligosacaridos de N-acetil-glucosamina (Kobiler y Mirelman,
1980), y tiene un peso molecular de 220 kDa (Rosales-Encina y col; 1987). La otra
lectina se inhibe por galactosa y N-acetil-galactosamina, aglutina eritrocitos
humanos y ceélulas CHO (Ravdin y Guerrant, 1981), tiene un peso molecular de
260 kDa y esta formada por dos subunidades, una de 170 kDa y otra de 35 kDa
(Ravdin, 1988).

Otras proteinas que participan en la adhesion de los trofozoitos a su célula
blanco son: la adhesina de 112 kDa (Arroyo y Orozco, 1987: Rodriguez y col,
1989), la proteina rica en serinas de E. histolytica (SREHP) de 52 kDa (Stanley y



col, 1990) y las proteinas de 90, 70, 50 y 24 kDa identificadas por ensayos de
ligando (Rodriguez y col, 1989).

3.2 CITOLISIS DEPENDIENTE DE CONTACTO

El efecto citoletal de los trofozoitos sobre la célula blanco fue demostrado
por estudios microcinematograficos (Ravdin y Guerrant, 1980 y 1981), los cuales
mostraron que el contacto prolongado entre el efector y las células blanco no fue
un elemento necesario para que ocurriera la citdlisis (Kretschmer, 1994). Hasta el
momento se desconoce el mecanismo exacto por medio del cual los trofozoitos
amibianos lisan a la celula blanco, pero se sabe que la temperatura es un factor
importante para que se efectue, ya que a 37°C se observa el 6ptimo de dicho
mecanismo (Ravdin y Guerrant, 1981). En este mecanismo se sugiere la
participacion de una proteina que forma poros en la membrana plasmatica de la
célula blanco (amebaporo) (Lynch y col, 1982; Young y col, 1982) y diferentes
enzimas hidroliticas, principaimente cisteina proteinasas (Tannich, 1992), ya que
se ha observado que su secrecion es un factor importante para determinar el
grado de agresividad de los trofozoitos. Ademas, se ha demostrado que
monocapas de fibroblastos son destruidas por las cisteina proteinasas purificadas
de E. histolytica (Keene y col, 1990).

3.3 FAGOCITOSIS

Una vez que se ha llevado a cabo la citdlisis dependiente de contacto, las
amibas patdgenas ingieren a las células lisadas aunque pueden también ingerir
células vivas (Martinez-Palomo, 1986; Kretschmer, 1994). Los trofozoitos pueden
intemalizar particulas a sus vacuolas citoplasmaticas por mecanismos que
requieren polimerizacion de actina (Bailey y col, 1985). Los trofozoitos de E.
histolytica son fagocitos profesionales con una gran capacidad de intemalizar una
variedad de material particulado e incluso células como bacterias, células
epiteliales y globulos rojos (Rabinovitch, 1995).

La fagocitosis juega un papel importante en la patogenia de E.histolytica,
pues hay reportes en los que se menciona que las cepas patdgenas ingieren



mayor numero de eritrocitos con respecto a los trofozoitos de cepas no patégenas
(Tnssl y col, 1978). Ademas, mutantes deficientes en fagocitosis también son
deficientes en la produccion de abscesos hepaticos en modelos animales (Orozco
y col, 1983; Orozco y col, 1985, Rodriguez y Orozco, 1986). La clona L-6 es una
mutante que muestra una notable reduccion en la velocidad de fagocitosis, en el
efecto citopéatico y en la formacion de abscesos hepaticos, sin embargo, mantiene
su capacidad para adherir eritrocitos humanos (Orozco y col, 1983).

E. histolytica presenta dos tipos de fagocitosis que se pueden distinguir
facimente: a) uno no especifico por medio del cual los trofozoitos ingieren
particulas como almidoén, latex, hiemro, etc., y el contacto inicial puede estar
mediado por fuerzas electrostaticas (Martinez-Palomo, 1986) y b) un mecanismo
altamente especifico en donde intervienen moléculas de superficie llamadas
adhesinas, que participan en el reconocimiento y union de los trofozoitos a la
célula blanco (Armoyo y Orozco, 1987). Su especificidad se demostré por la
diferente afinidad que muestran los trofozoitos para adherir e ingerir eritrocitos de
diferentes especies de mamiferos como rata, cuyo, hamster, humano (Olguin,
1984), borrego y bovino (Ravdin y Guerrant, 1981). Garcia-Rivera y col. (1982)
demostraron al utilizar mutantes en adhesion que la disminucion en esta funcion
disminuye la fagocitosis de los trofozoitos amibianos.

Orozco y col. (1987) propusieron un modelo sobre la fagocitosis en E.
histolytica (Fig. 2). Este modelo propone que los trofozoitos son atraidos
quimiotacticamente hacia la célula blanco (Bailey, 1982) (Fig. 2A). Posteriormente,
se realiza la union de los trofozoitos a la superficie de la célula blanco, mecanismo
en el que intervienen las adhesinas localizadas en la superficie amibiana y
receptores especificos de la célula blanco (Smith, 1977; Orozco y col, 1982) (Fig.
2B). Una vez que se lleva a cabo la unién, existe una redistribucion de las células
blanco en la superficie de los trofozoitos (Trissl y col, 1977; Calderon y col, 1980)
(Fig. 2C), y ocurre un desencadenamiento de sefiales intracelulares que permiten
la secrecion de enzimas, entre ellas algunas proteinasas, que producen la lisis de
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la célula blanco (McLaughlin y Aley, 1985) (Fig. 2D). Mas tarde ocurre la emision
de pseuddpodos por el trofozoito, para envolver a la célula blanco (Fig. 2E),
permitiendo asi la internalizacién de la vacuola fagocitica (Fig. 2F) para su
posterior fusion con el lisosoma, dando lugar a la formacion del fagosoma (Fig.
2G). Finaimente, ocurre la accién de las enzimas digestivas amibianas sobre el

material fagocitado y la exocitosis de material no digerido (Fig. 2H). (Chapman-

Andersen, 1977).
VA%

3.4 TRANSPORTE INTRACELULAR

Los eventos de endo y exocitosis juegan un papel importante en la
patogenicidad de E. histolytica. Las adhesinas deben transportarse hacia la
membrana plasmatica y el amebaporo y las enzimas hidroliticas deben secretarse
para ejercer su efecto citopatico. Ademas, la ingestion de las células blanco es un
evento de endocitosis. Sin embargo, poco se conoce acerca de las moléculas que
regulan el transporte intracelular en este parasito. En las células eucariontas existe
una elaborada red de membrana de los organelos, con distintas composiciones de
lipidos y proteinas. Las caracteristicas unicas de los organelos son mantenidas a
pesar del continuo transporte de membrana intercompartimental y los
componentes solubles.

En eucariontes el transporte intracelular se lleva acabo mediante el uso de
vesiculas acarreadoras. Existen dos tipos de vesiculas: a) las cubiertas con
clatrina, que median el transporte de la superficie celular a traves de la via
endocitica, asi como también el exporte de las proteinas de la red trans-Golgi a
compartimentos vacuolares o lisosomales; y b) las no cubiertas con clatrina, que
contienen un espectro de proteinas de cubierta que funcionalmente son iguales a
la clatrina, son responsables del trafico entre compartimentos de la via secretoria
temprana y posiblemente del trafico del TGN (Trans Golgi Net- por sus siglas en
inglés) a la superficie celular (Olkkonen y Stenmark, 1997).
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FIGURA 2. MODELO DE FAGOCITOSIS POR TROFOZOITOS DE E.histolytica.

A) Atraccion quimiotactica de los trofozoitos hacia la célula blanco. B) union de los
trofozoitos a la superficie de la célula blanco. C) redistribucion de las células blanco en la
superficie de los trofozoitos. D) secrecion de enzimas liticas. E) emisién de pseuddpodos
en los trofozoitos para envolver a la célula blanco. F) Internalizacién de la envoltura
membranal que contiene a la célula blanco. G) accién de las enzimas digestivas

amibianas sobre el material fagocitado.H) reciclamiento membranal y exocitosis (Hidalgo,
M. E. 1989).
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Dos tipos de proteinas han sido identificadas como esenciales en la
regulacion de la generacion y fusion de vesiculas: a) Proteinas integrales de
membrana conocidas como SNAREs (por sus siglas en inglés Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive fusion attachment protein receptor), necesarias para el
ensamblaje vesicular y la fusién (Hay y Scheller, 1997). Si dos proteinas SNARES
interactian desde diferentes membranas, las dos membranas estaran
necesariamente muy cerca una de otra; entonces los SNAREs pueden ser
candidatos tanto para determinar la especificidad de la fusion de membrana como
para conducir el proceso mismo de fusion mediante interacciones “a-helicoide
enrrollado” entre ellas (Gerst, 1999). Estas interacciones consisten en dos o mas o
hélices enroscadas que originan a estructuras muy estables que pueden alcanzar
hasta 100 nm o mas de longitud (Stryer, 1995); y b) Proteinas Rab/YTP/Sec4,
pequenas GTPasas (21-25 kDa) las cuales constituyen la rama mas larga de la
superfamilia Ras, y estan en asociacion reversible con membranas especificas
(Novick y Zenal, 1997). Las proteinas Rab regulan el apareamiento de SNAREs
mediante ciclos de unién a GTP e hidrdlisis del mismo (Novick y Zerial, 1997;
Simons y Zerial, 1993).

3.5 LAS PEQUENAS GTPasas

El concepto de las GTPasas como reguladoras del transporte vesicular se
establecié con base en la identificacion de las mutantes Sec 4, aisladas de un
tamizaje para mutantes termosensibles de S. cerevisise deficientes en secresion
de proteinas (Novick y col, 1980). Existen tres familias importantes de GTPasas
involucradas en el trafico vesicular: i) Sar 1p, la cual controla el transporte entre el
reticulo endoplasmico y el complejo Golgi en levaduras; ii) ARF (Factor de
ribosilacion de ADP) que controlan el ensamblaje y/o formacion de la cubierta de
clatrina en vesiculas entre el complejo de Golgi; y iii) Rab/YTP, necesarias para la
formacién y/o consumo de vesiculas (Schmid, 1993). El grado de identidad de los
aminoacidos entre los miembros de las diferentes subfamilias es de
aproximadamente 30% (Valencia y col, 1991; Sander y Valencia, 1995).
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Las pequefias GTPasas se caracterizan por formar un plegamiento
tndimensional comun, que en el estado de unién a GTP, pueden unir una variedad
de proteinas efectoras localizadas rio abajo de la cascada de transporte vesicular
(Gonzalez y Scheller, 1999).

3.6 Rabs COMO REGULADORES DEL TRAFICO VESICULAR

Para realizar su funcién de regular el trafico vesicular, las proteinas Rab
sufren un intrincado ciclo de interacciones con membranas y proteinas (Gonzalez
y Scheller, 1999). Las proteinas Rab son modificadas postraduccionalmente en las
cisteinas localizadas en su extremo carboxilo terminal por la adicion de dos grupos
geranil-geranilo, los cuales median su asociacion con las membranas vesiculares
cuando Rab esta en su estado activo de union a GTP (Gonzalez y Scheller, 1999).

Actualmente se piensa que las proteinas Rabs actuan rio amiba de las
SNARES en la cascada de transporte, regulando de alguna manera la habilidad
para formar complejos de fusion de membranas (Armstrong, 1999). La probable
funcion de la interaccién de la proteina Rab con las proteinas efectoras es regular
la fusién de las vesiculas blanco, para lo cual se proponen diferentes vias
(Gonzalez y Scheller, 1999). '

a) Una proteina Rab puede facilitar especificamente el transporte vectorial de las
vesiculas. Las vesiculas son transportadas de su sito de origen a los
compartimentos aceptores probablemente a través de asociaciones con
elementos del citoesqueleto y motores transportadores (Echard y col, 1998).

b) Las proteinas Rab pueden regular el trafico vesicular en el paso de fusion de la
vesicula (Gonzalez y Scheller, 1999), ya que cada proteina efectora contiene un
dominio de unién a proteinas Rab (RBD), seguido por un dominio de conexién
capaz de interactuar con una segunda Rab o con la membrana blanco (Vitale y
col., 1998).
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¢) Una vez que una vesicula se ha unido a su sitio de fusion, las proteinas Rab
pueden activar selectivamente la maquinaria de fusion de los SNAREs. El
mecanismo de esta activacion es desconocido, pero puede involucrar
interacciones directas de Rab o, mas probablemente, interacciones entre SNAREs
y los efectores (Bean y col, 1997).

d) Las proteinas Rab pueden regular el transporte de carga a organelos
especificos mediante la union de efectores que se unen a su vez a moléculas de
carga (Carroll y col, 2001).

3.7 Rabs en E.histolytica

En E. histolytica se ha descrito la presencia de varias proteinas Rab, como
la proteina EhRabB la cual esta involucrada en la fagocitosis del parasito
(Rodriguez y col, 2000), las proteinas Rab 7, Rab 11, Rab 11B y Rab 11C que
estan asociadas con compartimentos endosomales tempranos y tardios
(Temesvarn y col, 1999; Saito-Nakano y col, 2001), la proteina Rab 5 localizada en
vacuolas fagociticas y requerida para la fusién de endosomas tempranos (Saito-
Nakano y col, 2001), una proteina homologa a Rab 8, involucrada en el transporte
vesicular hasta la membrana plasmatica (Juarez y col, 2001), la proteina Rab 1
que esta involucrada en el trasporte del Golgi a el RE y también las proteinas Rab
A (Temesvari y col, 1999), Rab C - Rab | (Saito-Nakano y col, 2001), y cuya
funcion y localizacion no han sido descritas.

4. IMPORTANCIA DE LAS MUTANTES EN EL ESTUDIO DE LA GENETICA
MODERNA

Las leyes basicas de la herencia fueron enunciadas en 1866 por Gregor
Mendel y deducidas a partir del analisis de una serie de cruzamientos genéticos
entre cepas de raza pura (que producen una descendencia con los mismos
caracteres que los padres) de chicharos de jardin (Pisum sativum), que difieren
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entre si en ciertos caracteres bien definidos, como la forma de la semilla (lisa o
rugosa), el color de la semilla (amarillo o verde), o el color de la flor (purpura o
blanco). Mendel hall6 que cuando se cruzan padres (P) que difieren en un solo
caracter, por ejemplo en la forma de la semilla, toda la descendencia (F1 6 primera
generacion filial) posee el caracter de uno solo de los padres, en este caso
semillas lisas. El caracter que aparece en F1 se llama dominante mientras que el
otro caracter se denomina recesivo. En la segunda generacion filial (F2) las tres
cuartas partes poseen el caracter dominante y una cuarta parte, el caracter
recesivo.

Mendel explicé sus observaciones con la hipétesis de que cada uno de los
distintos pares de caracteres opuestos se debe a un factor (actualmente llamado
gen) que posee formas altemnativas (alelos) (Voet y Voet, 1992).

Algunos experimentos realizados en 1902 por Boveri y Sutton probaron que
los genes formaban parte de un cromosoma. La teoria del gen como pequeria
unidad del cromosoma fue desamollada por T.H. Morgan y sus colaboradores a
partir de experimentos realizados con la mosca de la fruta, Drosophila
melanogaster. El gen clasico habia sido definido como una estructura indivisible,
una unidad de mutacidon y una unidad funcional, siendo estos tres atributos
considerados como equivalentes.

Estos descubrimientos abrieron el camino hacia una genética molecular que
fusiona a la quimica (bioquimica) y a la fisica (biofisica) con la biologia (Gardner,
1991), con estas herramientas la genética ha logrado llegar hasta el conocimiento
de las moléculas que forman los genes, al estudio de sus alteraciones
(mutaciones) y de los mecanismos que participan en su expresion, asi como al
establecimiento de las técnicas para modificarlos deliberadamente (Ingenieria
Genética).



15

Entre las heramientas que se han utilizado para estudiar las moléculas que
participan en la virulencia de E. histolytica, se encuentra el aislamiento de
trofozoitos que presentan alteraciones en funciones relacionadas con la virulencia
(mutantes) (Orozco y col, 1983; Rodriguez y Orozco, 1986). Orozco y col, (1983)
aislaron una clona amibiana no fagocitica a partir de un cultivo axénico de la cepa
HM1:IMSS altamente virulenta. Para ello, los trofozoitos amibianos se alimentaron
con bacterias Eschenchia coli de la cepa CR34 Tim™ previamente cultivadas en un
medio suplementado con bromodesoxiuridina (BrdU), posteriormente, se permitid
que la BrdU se incorporara al DNA de los trofozoitos y éstos se imadiaron con luz
UV, la cual rompe el DNA en los sitios donde se incorpora la BrdU. Con este
tratamiento, las amibas con mayor poder fagocitico murieron a la hora de dividirse,
mientras que las que fagocitaron en menor grado sobrevivieron y se cultivaron en
el medio de cultivo descrito por Diamond y col (1978). Con esta estrategia se
obtuvo la clona L6, la cual muestra una notable reduccién en la velocidad de
fagocitosis, en el efecto citopatico y en la formaciéon de abscesos hepaticos; sin
embargo, mantiene su capacidad para adherir eritrocitos humanos (Orozco y col,
1983).

Dado que la clona L-6 es silvestre en adhesion, la mutacion o mutaciones
que afectan su capacidad fagocitica debe(n) estar en un evento posterior a la
adhesion, en alguno de los pasos descritos en la Fig. 2.

ll. ANTECEDENTES

1. El complejo ERCPADH de E. histolytica

Utilizando anticuerpos monoclonales inhibidores de la adhesién y mutantes
deficientes de adhesion Aroyo y Orozco (1987) identificaron una proteina
involucrada en la adhesion, de los trofozoitos a su célula blanco y que iniciaimente
se le determind un peso molecular de aproximadamente 112 kDa. A través de
estudios de microscopia electronica e inmunofluorescencia indirecta se observd
que la adhesina se localiza en forma uniforme en la superficie de los trofozoitos
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amibianos y en la membrana de algunas vacuolas (Garcia-Rivera y col, 1994).
Esta proteina se une especificamente a la superficie de entrocitos humanos
(Rodriguez y col, 1989) y participa en la fagocitosis, ya que se intemaliza junto con
las células blanco endocitadas (Garcia-Rivera y col, 1999). Esta adhesina también
podria participar en la invasion de los tejidos, puesto que la proteina purificada
presenta una actividad proteolitica significativa en geles de poliacriiamida
copolimerizados con gelatina (Garcia-Rivera y col, 1994), reafirmando el papel que
desempena esta molécula en la interaccién de los trofozoitos con la célula blanco.
Esta adhesina es muy inmunogénica, ya que es una de las principales proteinas
reconocida por sueros de pacientes con absceso hepatico amibiano (Amroyo y
Orozco, 1987).

Para aislar el gen que codifica esta adhesina, Ayala (1989) realizo el
inmunotamizaje de un banco gendmico de E. histolytica con tres pasos de
purificacion: a) anticuerpos contra proteinas de superficie, b) con sueros de
pacientes con absceso hepatico amibiano y ¢) con anticuerpos policlonales anti-
adhesina de 112 kDa. Mediante esta estrategia se aislé la clona recombinante
Agt112-19, la cual contiene un fragmento de DNA amibiano de 900 pb y cuyo
producto de expresion fue reconocido por anticuerpos monoclonales dirigidos
contra la adhesina (Garcia-Rivera, 1997). Posteriormente, el fragmento de la clona
Agt112-19 se utilizd como sonda para el aislamiento del gen completo (Garcia-
Rivera y col, 1999).

La identificacion del DNA que codifica la adhesina permitié definir que ésta
es un complejo (EhCPADH) formado por dos polipéptidos codificados por genes
adyacentes (Garcia-Rivera y col, 1999). El primer gen (Ehcp112) codifica para una
proteina con homologia a cisteina-proteinasas. Posteriormente se localiza un
fragmento de DNA no codificante de 188 pb, y finalimente en el extremo 3’ se
localiza el gen Ehadh112, que codifica para un polipéptido de 78 kDa que contiene
el epitopo reconocido por los anticuerpos monoclonales anti-adhesina (Garcia-
Rivera y col, 1999) (Fig. 3). El peso molecular del complejo, deducido de la
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secuencia de aminoacidos de los polipéptidos, se ha estimado en 124.6 kDa
(Garcia-Rivera y col, 1999).

Rio arriba del gen Ehcp 112, Rodriguez y col (2000) identificaron un gen que
codifica para una proteina involucrada en el transporte celular de E. histolytica.
Este gen (EhRabB) se encontré en la cadena complementaria y a 332 pb del gen
Ehcp112. El gen EhRabB, consta de 576 pb y codifica para una proteina de 192
aa con 40-42% de identidad a pequefias GTPasas de la familia Rab (Fig. 3). La
proteina EhRabB recombinante une especificamente GTP/GDP (Rodriguez y
Orozco, 2000), y esta localizada en pequefias vesiculas citoplasméticas que se
traslocan a la membrana plasmatica en los primeros minutos de la fagocitosis,
suginendo que esta proteina puede estar regulando ciertas etapas de la
fagocitosis y que su expresion pudiera ser regulada por la presencia o contacto
con la célula blanco (Rodriguez y col, 2000).

Dado que en el laboratorio contamos con la clona L6 una mutante
deficiente en fagocitosis, esto la convierte en una valiosa herramienta bioldgica
para dilucidar los papeles del complejo EhCPADH y de EhRabB durante la
fagocitosis, funcion relacionada en la patogenicidad de E. histolytica.
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FIGURA 3. ORGANIZACION DE LOS GENES EhrabB, Ehcp112 Y Ehadh112 DE
E.histolytica.

El complejo EhRCPADH esta formado por dos polipéptidos codificados por genes
adyacentes. El primer gen (Ehcp112) codifica para una cisteina proteinasa y el segundo
(Ehadh112) codifica para una adhesina. Rio arriba del gen Ehcp112 y en la cadena
complementaria se identificé al gen EhrabB que codifica para una proteina involucrada en
el transporte celular (EhRabB). ( —» ) Direccion de la transcripcion.
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lll. HIPOTESIS

Si el complejo ERCPADH vy la proteina EhRabB participan en la fagocitosis de E.
histolytica, entonces estas proteinas deben estar alteradas en su expresion y/o en
su funcion en la mutante L-6 deficiente en fagocitosis.
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IV. OBJETIVO GENERAL
Analizar la organizacién genética y la expresion del complejo EnCPADH y
de EhRabB en la clona L-6 de E. histolytica deficiente en fagocitosis.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Analizar la organizacion genética de los genes Ehadh112, Ehcp112 y EhrabB
en la clona L-6.

+ Analizar la expresion de las proteinas EhRabB y del complejo ERCPADH en la
clona L-6.

+ Determinar la localizacion subcelular de EhRabB durante la fagocitosis en la
clona L-6.
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VI. MATERIALES Y METODOS

1) CULTIVO DE TROFOZOITOS DE E. histolytica

Los trofozoitos de las clonas A (silvestre) y L-6 (mutante deficiente en
fagocitosis) (cepa HM1: IMSS), se cultivaron axénicamente a 37°C en medio TYI
(Ver apéndice) (Diamond y col., 1978), suplementado con 15% de suero bovino
(HyClone Laboratories, USA) inactivado por calentamiento a 56°C durante 30
minutos, 3% de mezcla de vitaminas de Diamond (KC Biological, USA), 40 Ul de
penicilina /ml y 57 ug/ml de estreptomicina (Lakeside) (medio TYI-S-33) (Ver
Apéndice). Los trofozoitos en fase exponencial de crecimiento se cosecharon por
incubacion en bafo de agua-hielo durante 5-10 min y centrifugando a 400 x g por
5 min.

2) OBTENCION DE DNA

Una vez cosechados los trofozoitos, el paquete celular se congelé a -70°C
y posteriormente se adicionaron 3 ml de regulador de extraccion (EDTA 25 mM,
NaCl 200 mM, SDS 0.5%, Tris-Hcl 200 mM pH 8.5, Proteinasa K 2 mg/mi). La
mezcla se incubd a 65°C durante 1 hora, una vez transcumrido el tiempo de
incubacion, el volumen total se distribuyd en tubos Eppendorf de 1.5 ml y se
centrifugd a 4,000 x g durante 5 min el sobrenadante se recuperd y se distribuyd
nuevamente en tubos Eppendorf (aprox. 500 ul en cada tubo), y a cada tubo se
adiciono 1 ml de una mezcla de fenol.cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se
agité fuertemente, se centrifugé a 11,000 x g durante 10 min y se recupero la fase
acuosa. Posteriormente se hizo una extracciéon adicional con cloroformo y se
centrifugd a 11,000 x g durante 5 min nuevamente se recuperd la fase acuosa, se
agregé RNasa libre de DNasa (50 ug/ml) y se incubd durante 30 min a 37°C. El
DNA se precipitd con un volumen de etanol absoluto frio y se lavé con etanol al
70%. Por dltimo, las pastillas se resuspendieron en 50 ul de agua desionizada
esteéril.



3) REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para la amplificacion por PCR de los genes Ehcp112, Ehadh112 y EhRabB,
se utilizaron 100-200 ng del DNA obtenido de los trofozoitos, 200 ng de cada uno
de los oligonucleédtidos iniciadores (Ver tabla 1), 20 mM de cada dNTP (dATP,
dCTP, dTTP y dGTP), 3.0 ul de buffer de reaccion-PCR 10X (100 mM Tris/HCI, 15
mM MgClz, 500 mM KCI, pH 8.3), 2.6 ul de MgCl, 25 mM (GIBCO) y 0.75 U de la
enzima Taq polimerasa en un volumen de reaccién de 30 pl. La amplificacion se
llevo a cabo en un termociclador para PCR System 2700 (Applied Biosystems)
utilizando el siguiente programa: una desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 min 30
ciclos de: i) desnaturalizacion a 94°C por 1 min ii) hibridaciéon de 50-65°C por 1
min y iii) extension a 72°C por 1 min finaimente se dio una extensioén adicional a
72°C por 7 min y una etapa a 4°C por 15 min.

4) ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA

Para la separacion de los fragmentos de DNA se utilizaron geles de
agarosa al 1.2% en camaras EASY-CAST (Owl Scientific, Inc.) en una solucién de
TAE 1X (0.04 M Tris-acetato, 0.001 M EDTA pH 8). El amortiguador que se uso
para el comimiento electroforético fue la misma solucion de TAE 1X. Las muestras
se mezclaron con 2ul de solucién de carga (azul de bromofenol 0.25%, xilencianol
0.25%, glicerol 30% en agua bidestilada) y se depositaron en los pozos. El
cornmiento electroforético se llevo a cabo a 100 voltios durante 45 minutos
aproximadamente. Para detectar el DNA, los geles se sumergieron a una solucién
de bromuro de etidio (0.5 pg/ml) durante 2 min se lavaron con agua destilada y se

visualizaron con la ayuda de un transluminador de luz U.V. (UVP, U.S.A).
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Gen Oligonuciéotido iniciador Oligonucléotido iniciador
sentido antisentido
EhrabB Rableu-s Rableu-a
5 ATG GGAGACGTG TCATCATTAY |5 ACAACATCCCTTACTTICTGT 3’
Ehcp112 Pro Xho Pro Sac
5'ATG ACAGCG ATT GTT GTC GCT 3’ |5' TTA GAT TGT ATG ATT GTA GAA
TG 3
Ehadh112 MR-FR ADH 3’ R
5 TGAATAGACAATTCATICCZ 5'TTA AAG AGA TGG AAA CAT AGG &
REGIONES INTERGENICAS
EhrabB y RabPE2 ' G-13
Ehcp112 5' GGT CAC AAT ACT GAC GAA 3’ 5 GGTACT TCATTC CAT 3
Ehcp112y G-12 G-8
Ehadh112 5 TAG TAT TGATGGATG GG ¥ S5’CAGAACTGTGTGTTAGA Y

Tabla 1. OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES PARA LA AMPLIFICACION POR PCR
DE LOS GENES Ehcp112, Ehadh112, EhrabB, ASI COMO SUS REGIONES

INTERGENICAS.

Los oligonucliéotidos iniciadores (Primers) se disefiaron tomando en cuenta un
minimo de veinte y un maximo de treinta nucleétidos correspondientes al inicio (sentido) y
al final (antisentido) de cada uno de los genes y de las regiones intergénicas.
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5) EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES

Para la extraccion de proteinas totales, los trofozoitos amibianos se
cosecharon en fase logaritmica, se lavaron dos veces en solucion salina
amortiguada con fosfatos (PBS 1X) (Ver Apéndice) y se cuantificaron. Las células
se centrifugaron a 400 x g y se resuspendieron en una soluciéon 100 mM del
inhibidor de proteasas para-hidroximercuriobenzoato, agregando 1 ml por cada 1.5
x 107 trofozoitos. Entonces, las amibas se lisarén por ebullicién, durante dos
minutos, despueés se centrifugaron a 400 x g por 7 minutos a 4°C, el sobrenadante
se recupero y se prepararon alicuotas a las cuales se les agregd 1 volumen de
solucién amortiguadora de carga 2X (50 mM Tris-HCI pH 6.8; 100 mM DTT; 2%
SDS; 0.1 % Azul de bromofenol y 10 % Glicerol), para desnaturalizar las proteinas
excepto a una alicuota, la cual se utilizd para la cuantificacion de proteinas por el
método colorimétrico de Bradford (1976) (Ver Apéndice), y todas estas se
almacenaron a -70°C hasta su uso.

6) ANALISIS DE LAS PROTEINAS EN SDS-PAGE

La separacion de proteinas por electroforesis en geles de poliacrilamida-
SDS (SDS-PAGE) se realizé de la siguiente manera: El gel separador se preparo
con acrilamida al 12 %, Bis-acrilamida 0.9 %, Tris-HCI| 0.375 M pH 8.8 y SDS al
0.1 %. El gel se polimerizé agregando 0.05 % de persulfato de amonio y 0.003 %
de TEMED. EI gel concentrador se prepar6 con acrilamida al 5 %; Bis-acrilamida
0.36 %, Tris-HCI 0.125M pH 6.8; SDS al 0.1 %; persulfato de amonio 0.05 % y
TEMED 0.005 %. Como amortiguador de corrida se uso una solucion Tris 0.25 M,
Glicina 1.92 M, 0.1 % de SDS pH 8.3 y la electroforesis de 30 ug de proteina se
llevd a cabo manteniendo un voltaje constante de 110 voltios (25 miliamperios)
durante 1.20 h. Los geles se tifieron con azul de Coomassie al 0.05% en metanol
al 5 % y acido acético al 10 % durante 20 min y se destifieron con una solucién de
metanol al 5 % y acido acético al 7 % hasta visualizar las bandas proteicas.



7) INMUNOTRANSFERENCIA (WESTERN-BLOT)

Una vez separadas las proteinas por SDS-PAGE, éstas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (supported nitrocelulose-1, Gibco, BRL), montando un
dispositivo en el cual se arma una especie de “sandwich”, poniendo sobre la base
que da al polo negativo una fibra, sobre ésta papel whatman, después el gel y
encima de este la membrana de nitrocelulosa, de nuevo papel whatman y sobre
estos otra fibra dando a la base que da al polo positivo, este dispositivo se armé
sumergido en solucién de transferencia frio (20 % Metanol; 10 % Tris-glicina), con
esta misma solucion se llend la camara de transferencia (BIO-RAD) y se corrid
entre 250 y 300 mA a 4°C durante 30 min. Para verificar la transferencia de las
proteinas al papel de nitrocelulosa, se hizo la tincion de la membrana con rojo
Ponceau S (2 g Ponceau S; 30 g acido tri<cloro acético; 30 g acido sulfosalicilico y
H20 cbp 100ml) por 3 min se lavo lo suficiente con agua bidestilada para retirar el
colorante y posteriormente se realizo el ensayo de Westem-blot.

Las membranas de nitrocelulosa se bloquearon durante toda la noche a 4°C
con PBS-Tween 20-0.05 %-Leche 2 %. La membrana se lavé dos veces con PBS-
Tween 20-0.05 % (Ver Apéndice), se incub6 por 2 h a 37°C, 6 3 h a temperatura
ambiente, 6 toda la noche a 4°C en agitacion constante con anticuerpos contra: i)
EhRabB (Rodriguez y col, 2000) diluido 1: 500; ii) el complejo EhCPADH,
monoclonal (directo) o policlonal (1:45000) ¢ iii) contra actina (directo).
Posteriormente, las membranas se lavaron tres veces con PBS-Tween 20-0.05 %
y se incubaron con el segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa (anti-igM de
raton, anti-IgG de conejo 6 anti-lgG de ratdn, segln comespondiera) diluidos
1:2000 en PBS-Tween 20-0.05 %-Leche 1 % por 1.5 h a 37°C. Entonces, las
membranas se lavaron dos veces con 20 mM PBS frio (Ver Apéndice), y una vez
con 50 mM PB (Ver Apéndice) por 5 min y se revelaron con 4-Cloro-1-naftol (Ver
Apéndice) y 0.06% de H,O; _a reaccion se pard lavando con agua bidestilada.
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8) INMUNOLOCALIZACION DE EhRabB

Los trofozoitos amibianos fueron crecidos sobre cubreobjetos estériles y
fiados con paraformaldehido (PFA) 4% en PBS pH 6.8 a 37°C, durante 1 h,
después se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.5% durante 15 minutos y se
bloquearon con albumina sérica bovina (BSA) al 1% a 37°C durante 20 minutos.
Posteriomente, los trofozoitos fueron incubados con anticuerpos contra la
proteina EhRabB (1:250) durante 60 minutos a 37°C y posteriormente con un
segundo anticuerpo acoplado a fluoresceina anti IgG de conejo (1:200) durante 30
minutos a 37°C. Las muestras se montaron en portaobjetos con 7ul de vectashield
(Vector) y se sellaron con esmalte de unas. Finalmente las muestras se
analizaron por microscopia de fluorescencia (Polyvar) o confocal (Bio-Rad).

9) OBTENCION DE ERITROCITOS HUMANOS

Eritrocitos humanos frescos de cualquiera de los grupos sanguineos A, B,
O, se obtuvieron por puncidén venosa, en un volumen aproximado de 3 ml de
sangre humana a los cuales se les agrego 3 ml de solucion Alsever (0.275 g acido
citrico, 4 g citratro de sodio, 2.1 g NaCl, 10.25 g dextrosa pH 6.1) como
anticoagulante. Las células se centrifugaron a 1000 x g, durante 5 min la pastilla
se lavé tres veces con PBS y se ajustaron a 1X10° eritrocitos/ml en medio TYI sin

suero.

10) INMUNOLOCALIZACION DE EhRabB DURANTE LA FAGOCITOSIS

Los trofozoitos amibianos fueron crecidos en cubreobjetos estériles.
Posteriormente se hizo la interaccidn amiba-eritrocito en relacion 1:100, durante 2
y 10 minutos a 37°C. A los diferentes tiempos las ceélulas fueron fijadas con
paraformaldehido (PFA) 4% en PBS pH 6.8 a 37°C durante 1 h, y después se
realizaron los experimentos de inmunolocalizacion como se menciond

anteriormente.
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11) MICROSCOPIA CONFOCAL

Para la obtencion de imagenes por microscopia confocal se usé un
microscopio NIKON diaphot. Para adquirir imagenes de fluorescencia se ocupo un
filtro de 480 nm. Las imagenes se capturan en una computadora utilizando el
programa COSMOS de BIO-RAD. Posteriormente, las imagenes se procesaron
con el programa Voxelview en una computadora indigo de silicon Graphics.
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Vil. RESULTADOS
1. PURIFICACION DE DNA TOTAL DE TROFOZOITOS DE E. histolytica

Con el fin de analizar la organizacién genética de los genes Ehadh112,
Ehcp112 y EhrabB, se realizaron amplificaciones de estos genes mediante PCR.
Para ello, lo primero fue aislar el DNA de los trofozoitos para utilizarlo como molde
en las reacciones de amplificacion. EIl DNA se extrajo a partir de pastillas
congeladas de trofozoitos de las clonas A (control positivo) y L-6 utilizando una
mezcla de fenol:.cloroformo:aicohol isoamilico y posteriormente se hizo el
corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1%.

El DNA aislado de ambas clonas mostré una sola banda de alto tamario
molecular (Fig. 4), indicando el aislamiento de DNA de buena calidad, por lo que a
partir de este material se hicieron las amplificaciones por PCR.

2. AMPLIFICACION DEL GEN Ehadh112

Para obtener el gen Ehadh112, que codifica para la adhesina que forma
parte del complejo EhCPADH (Fig. 3), se disefiaron los oligonucledtidos
correspondientes al inicio (sentido) y al final (antisentido) de esta region (Tabla 1).

El corrimiento electroforético en geles de agarosa de las reacciones de
amplificacion, presentaron bandas con el tamano esperado de 2061 pb en las
reacciones donde se utilizé como molde el DNA obtenido de las clonas A y L-6
(Fig. 5, camles 3 y 4), sugiriendo una secuencia similar de este gen en ambas
clonas. Los productos de amplificacion son especificos, ya que no se observo
DNA alguno cuando en la reaccion se omitio el DNA molde (Fig. 5, carril 2).
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FIGURA 4. OBTENCION DE DNA TOTAL DE TROFOZOITOS DE E. histolytica

El DNA aislado a partir de un lisado de trofozoitos se separd por electroforesis en
geles de agarosa al 1% y se tifio con bromuro de etidio. Carril 1;: Marcador de tamano
molecular A / Hind Ill. Carril 2: DNA aislado de la clona A. Carril 3: DNA aislado de la clona
L-6.
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FIGURA 5. AMPLIFICACION POR PCR DEL GEN Ehadh112

Utilizando iniciadores especificos del gen Ehadh112 y DNA amibiano como molde
se realizaron ensayos de PCR. Los productos amplificados se separaron en un gel de
agarosa al 1.2%. Carril 1. Marcador de tamano molecular (VI). Carril 2: Control de
reaccion sin DNA molde. Carril 3: Fragmento amplificado utilizando como molde DNA
amibiano de la clona A. Carril 4. Fragmento amplificado utilizando como molde DNA
amibiano de la clona L-6.

La flecha indica el fragmento de aproximadamente 2061 pb que se obtuvo en las

reacciones. En la parte inferior se muestra un esquema donde se representa la
localizacion de los iniciadores usados en la PCR (ver tabla 1).
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3. AMPLIFICACION DE LA REGION INTERGENICA ENTRE LOS GENES
Ehcp112 y Ehadh112 DE E. histolytica

Para verificar si la organizaciéon de los genes Ehcp112 y Ehadh112 en el
genoma de la clona L-6 de E. histolytica, es similar a la reportada por Garcia-
Rivera y col, 1999, se realizaron ensayos de PCR utilizando oligonucleétidos
iniciadores presentes en ambos genes y que amplificaran la region intergénica
(Fig. 6). En estos experimentos se logrd la amplificacion de un fragmento de
aproximadamente 642 pb utilizando como molde un plasmido que contiene esta
region (control positivo) (Fig. 6, carril 3). EI mismo fragmento fue obtenido cuando
se utilizé como molde el DNA aislado de las clonas A y L-6 (Fig. 6, carriles 4-5). El
DNA amplificado corresponde al tamano esperado segun la distancia entre los dos
iniciadores. Este resultado indica que la organizacion de los genes Ehcp112 y
Ehadh112 en ambas clonas es similar. No se observa alguna diferencia en cuanto
al tamano del fragmento obtenido de ambas clonas (Fig. 6), aunque se puede ver
una menor intensidad en el fragmento amplificado a partir del gen de la clona A
(Fig. 6, carril 4). Sin embargo, no se puede sugerir diferencia en cantidad de DNA
de la clona A, dado que éste no es un experimento cuantitativo. Nuevamente |a
reaccion en ausencia del DNA molde no muestra amplificacion alguna (Fig. 6,
carril 2), indicando la especificidad de la reaccion.

4. AMPLIFICACION DEL FRAGMENTO QUE CODIFICA PARA Ehcp112

Para obtener el gen que codifica para la cisteina proteinasa que forma parte
de EhCPADH (Fig. 3), se disefaron oligonucleédtidos iniciadores, tomando en
cuanta un minimo de treinta nucledtidos correspondientes al inicio (sentido) y al
final (antisentido) de esta region (Tabla 1).

La amplificacién de la regiéon codificante para la cisteina proteinasa se
realizé por medio de PCR. El producto de reaccién utilizando como molde un
plasmido que contiene al gen o el DNA de cualquiera de las clonas presenté el
tamafo esperado de 1330 pb segun la distancia entre dos iniciadores (Fig. 7,
carriles 3-5), sugiriendo una secuencia similar en ambas clonas. El control
negativo (sin DNA molde) no presentd amplificacion (Fig.7, caril 2).
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FIGURA 6. AMPLIFICACION POR PCR DE LA REGION INTERGENICA DE LOS
GENES Ehcp112y Ehadh112

Utilizando iniciadores localizados en los genes Ehcp112 y Ehadh112 y DNA
amibiano como molde se realizd6 una PCR. Los productos amplificados se separaron en
un gel de agarosa al 1.4%. Carril 1: Marcador de tamano molecular (VI). Carril 2: Control
de reaccion sin DNA molde. Carril 3: Fragmento amplificado utilizando como molde DNA
de un plasmido que contiene ambos genes (control positivo). Carril 4: Fragmento
amplificado utilizando DNA amibiano de la clona A como molde. Carril 5: Fragmento
amplificado utilizando DNA amibiano de la clona L-6 como molde. La flecha indica el
fragmento de aproximadamente 642 pb que se obtuvo en las reacciones. En la parte

inferior se muestra un esquema donde se representa la localizacion de los iniciadores
usados en la PCR.
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FIGURA 7. AMPLIFICACION POR PCR DEL GEN Ehcp112

Utilizando iniciadores localizados en los extremos del gen Ehcp712 y DNA
amibiano como molde se realizé una PCR. Los productos amplificados se separaron en
un gel de agarosa al 1.2%. Carril 1: Marcador de tamano molecular (VI). Carril 2: Control
de reaccion sin DNA molde. Carril 3: Fragmento amplificado utilizando como molde DNA
de un plasmido que contiene al gen (control positivo). Carril 4: Fragmento amplificado
utiizando DNA amibiano de la clona A como molde. Carril 5: Fragmento amplificado
utiizando DNA amibiano de la clona L-6 como molde. La flecha indica el fragmento de
aproximadamente 1300 pb que se obtuvo en las reacciones. En la parte inferior se

muestra un esquema donde se representa la localizacion de los iniciadores usados en la
PCR.
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5. AMPLIFICACION DE LA REGION INTERGENICA ENTRE LOS GENES
Ehcp112 y EhrabB DE E. histolytica

Para comprobar si en la clona L6 existe una organizacion de los genes
EhrabB y Ehcp112 similar a la presentada en la clona silvestre (Garcia-Rivera y
col, 1999) se realizaron ensayos de PCR utilizando oligonucledtidos iniciadores
presentes en ambos genes (Tabla 1). En estos experimentos se logrd amplificar el
fragmento de aproximadamente 800 pb (Fig. 8, cariles 3-5), usando tanto un
plasmido que contiene ambos genes como el DNA de las clonas A y L-6. El
tamano del amplificado corresponde al esperado segun la distancia entre los
iniciadores, indicando la misma organizacion genémica. La reaccioén fue especifica
dado que no se obtuvo amplificacién cuando en la reacciéon se omiti6 DNA blanco
(Fig. 8, carril 2).

6. AMPLIFICACION DEL GEN EhrabB

Finaimente, para amplificar el gen EhrabB, se disefaron los
oligonucleétidos iniciadores, tomando en cuanta un minimo de treinta nucledtidos
correspondientes al inicio (sentido) y al final (antisentido) de esta region (Tabla 1).
Nuevamente, tanto en el control positivo como en las reacciones usando como
DNA blanco el DNA de las clonas A y L-6, se obtuvo el producto de la reaccion
con el tamano esperado de aproximadamente 576 pb, segun la distancia entre los
iniciadores (Fig. 9, camiles 3-5), mientras que no se obtuvo amplificacion en
ausencia de DNA molde (Fig. 9, camil 2).

En conjunto estos resuitados indican que los genes Ehadh112, Ehcp112y
EhrabB de la clona L-6 presentan un tamano y una organizacion similar a la de la
clona silvestre, aunque no descartamos |a presencia de pequefas mutaciones en
el DNA de la clona L-6.
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FIGURA 8. AMPLIFICACION POR PCR DE LA REGION INTERGENICA ENTRE LOS
GENES EhrabBy Ehcp112

Utilizando iniciadores localizados en los genes EhrabB y Ehcp112 y DNA amibiano
como molde se realizé6 una PCR. Los productos amplificados se separaron en un gel de
agarosa al 1.2%. Carril 1: Marcador de tamano molecular (VI). Carril 2: Control de
reaccion sin DNA molde. Carnl 3: Fragmento amplificado utilizando como molde DNA de
un plasmido que contiene ambos genes (control positivo). Carril 4. Fragmento amplificado
utilizando DNA amibiano de la clona A como molde. Carril 5: Fragmento amplificado
utiizando DNA amibiano de la clona L-6 como molde. La flecha indica el fragmento de
aproximadamente 800 pb que se obtuvo en las reacciones. En la parte inferior se muestra
un esquema donde se representa la localizacion de los iniciadores usados en la PCR.
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FIGURA 9. AMPLIFICACION POR PCR DEL GEN EhrabB

Utilizando iniciadores localizados en los extremos del gen EhrabB y DNA amibiano
como molde se realizd una PCR. Los productos amplificados se separaron en un gel de
agarosa al 1.2%. Carril 1: Marcador de tamano molecular (VI). Carrit 2: Control de
reaccion sin DNA molde. Carril 3: Fragmento amplificado utilizando como molde DNA de
un plasmido que contiene al gen (control positivo). Carril 4: Fragmento amplificado
utiizando DNA amibiano de la clona A como molde. Carril 5: Fragmento amplificado
utiizando DNA amibiano de la clona L-6 como molde. La flecha indica el fragmento de
aproximadamente 576 pb que se obtuvo en las reacciones. En la parte inferior se muestra
un esquema donde se representa la localizacién de los iniciadores usados en la PCR.



37

7. EXPRESION DE LAS PROTEINAS ERCPADH Y EhRabB EN LA CLONA L-6

Con el fin de determinar la expresion de EnCPADH y de EhRabB en la
clona L-8, deficiente en fagocitosis, se realizaron ensayos de inmunotransferencia
e inmunolocalizacion usando anticuerpos especificos contra estas proteinas.

El patron eiectroforético de las proteinas aisiadas de ambas muestras fue
muy similar y no se observo alguna diferencia notable en la expresiéon de las
proteinas en estas clonas (Fig. 10). Sin embargo, en los ensayos de Westem-biot,
el anti-EhCPADH Mab detecté fuertemente a esta proteina en la clona A, pero
muy débilmente en la clona L-6 (Fig. 11A) sugiriendo una pobre expresion del
complejo en la mutante o bien que existe una mutacion en el epitope reconocido
por el Mab. Para definir cual de las dos posibilidades es la responsable del pobre
reconocimiento de la proteina en la clona L-6, las proteinas de ambas clonas se
incubaron con anticuerpos policlonales contra EhCPADH. Estos anticuerpos
también reconocieron con menor intensidad al complejo EnCPADH en |la mutante
(Fig. 11B), indicando que existe una menor expresién de este complejo en la clona
L-B.

Por otra parte, los anticuerpos contra EhRabB detectaron dos bandas de 21
y 25 kDa en ambas clonas, pero se detecto incremento en la expresion de esta
proteina en la clona L6 (Fig. 11C). Como un control interno para determinar que
los geles contenian cantidades similares de proteinas totales de ambas clonas, las
mismas membranas que se utilizaron en la deteccion de las proteinas EnCPADH y
EhRabB, se incubaron con anticuerpos contra actina. En todos los casos los
anticuerpos contra actina detectaron cantidades similares de esta proteina en
ambas clonas (Fig. 11 A, B, C), indicando que las diferencias encontradas con
EhCPADH y EhRabB no son debidas a una diferencia en la cantidad de proteinas
totales cargadas en los geles, sino a la diferencia en la expresion de esa proteina.
Estos resultados indican que existen diferencias en la expresion de estas
proteinas en la clona L-6 con respecto a la clona silvestre, lo que podria sugerir
que la deficiencia en fagocitosis de la clona L-6 podria deberse, al menos en parte
a la baja expresiéon de EhRCPADH.
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FIGURA 10. ANALISIS ELECTROFORETICO DE PROTEINAS TOTALES DE
TROFOZOITOS DE LA CLONA Ay L-6.

Las proteinas totales de las clonas A y L-6 se separaron por SDS-PAGE y se
tiferon con azul de Coomassie. Carmil1: Marcadores de peso molecular. Carril 2: Proteinas
totales de la clona A. Carril 3: Proteinas totales de la clona L-6.
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FIGURA 11. WESTERN BLOT DE PROTEINAS DE TROFOZOITOS DE LA CLONA Ay
L-8

Después de ser separadas por SDS-PAGE las proteinas totales de las clonas A y
L-6 se transfirieron a papel de nitrocelulosa, se incubaron con ant-EhCPADH Mab (A),
con anticuerpos policlonales contra el complejo EhCPADH (B), o con anticuerpos contra
EhRabB (C). Como control estas mismas membranas se incubaron con anticuerpos
contra actina (paneles inferiores).
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8. INMUNOLOCALIZACION DE EhRabB

Con el fin de localizar la proteina EhRabB en los trofozoitos de las clonas A
y L-8, se realizaron experimentos de inmunolocalizacion y analisis por microscopia
confocal. Los anticuerpos contra EnRabB detectaron a esta proteina en vesiculas
distribuidas en el citoplasma de los trofozoitos de ambas clonas (Fig. 12), aunque
las vesiculas fueron de mayor tamafo y en mayor cantidad en la clona mutante
con respecto a la silvestre (Fig. 12). Este resultado comobora los resultados de
Wester-Blot, donde se detecté una mayor expresion del EhRabB en la clona L-6.
La incubacion de los trofozoitos solamente con el segundo anticuerpo acoplado a
fluoresceina no mostré fluorescencia alguna (Fig. 12, panel C, D), indicando que la
reaccion es especifica para la proteina EhRabB.

9. INMUNOLOCALIZACION DE LA PROTEINA EhRabB DURANTE LA
ERITROFAGOCITOSIS

La presencia de la proteina EhRabB en vesiculas citoplasmicas de
trofozoitos amibianos fue evidenciada por anticuerpos especificos contra un
péptido situado en el extremo carboxilo terminal de EhRabB (Rodriguez y col,
2000). En estos ensayos se encontré que esas vesiculas se trasiocan a bocas
fagociticas, cuando los trofozoitos se incuban con eritrocitos, sugiriendo que
EhRabB participa en uno de los primeros pasos de la fagocitosis (Rodriguez y col,
2000). Para ver la funcionalidad de EhRabB en la clona L-6 deficiente en
fagocitosis, realizamos ensayos de inmunolocalizacion durante diferentes tiempos
de fagocitosis. Se encontré que ademas del tamafio, también hay diferencia en Ia
traslocacion de las vesiculas hacia la membrana plasmatica. Mientras que en la
clona A a los 2 min de interaccion las vesiculas que contienen EhRabB se
transportan a la membrana plasmatica a los 10 min se localizan primeramente en
bocas fagociticas. En la mayoria de los trofozoitos de la clona L-6 a los mismos
tiempos, estas vesiculas se encuentran distribuidas en el citoplasma de la misma
manera que en los trofozoitos sin interaccion (Fig. 12 y 13). Esto indica que la
funcién de la proteina EhRabB esta alterada en esta clona, confimando la
hipdtesis de que EhRabB juega un papel importante en la fagocitosis.



FIGURA 12. INMUNOLOCALIZACION DE LA PROTEINA EhRabB

Los trofozoitos de las clonas A y L-6 fueron crecidos en cubreobjetos estériles,
fijados y permeabilizados. Posteriormente, las células se incubaron con el anticuerpo
contra el péeptido EhRabB y con un segundo anticuerpo acoplado a fluoresceina. (A)
Trofozoitos de la clona A. (B) Trofozoitos de la clona L-6. Como control negativo los
trofozoitos fueron incubados solamente con el anticuerpo acoplado a fluoresceina (C, D).



FIGURA 13. INMUNOLOCALIZACION DE LA PROTEINA EhRabB DURANTE LA
ERITROFAGOCITOSIS

Los trofozoitos de las clonas A y L-6 fueron crecidos en cubreobjetos estériles y
posteriormente se hizo la interaccion amiba-eritrocito durante 2 y 10 min. Estas muestras
fueron fijadas y permeabilizadas. Posteriormente se analizaron por microscopia confocal.
Como control negativo los trofozoitos fueron incubados solamente con el anticuerpo
acoplado a fluoresceina (C’). Las flechas indican a la proteina EhRabB en bocas
fagociticas.
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VIil. DISCUSION

La identificacion de moléculas de E. histolytica que intervienen directamente
en la relacién huésped-parasito es el posible control de la amibiasis. Varios
resultados sugieren que el contacto inicial entre el trofozoito y la célula blanco es
mediado por interacciones moleculares especificas, y que la adhesion es
necesaria para que ocurra la lisis celular y la fagocitosis (Ravdin y col, 1985;
Cano-Mancera y Lopez-Revilla, 1987; Arroyo y Orozco, 1987). Una proteina que
originalmente se reporté con un pesc molecular de 112 kDa y que es reconocida
por sueros de pacientes con absceso hepatico amibiano, es una de las moléculas
identificadas en este parasito con una funcién celular de adhesina (Arroyo y
Orozco, 1987, Rodriguez y col, 1989). Garcia-Rivera y col, (1999) reportaron que
esta proteina es un complejo (EnCPADH) formado por dos polipéptidos uno de 49
kDa y otro de 75 kDa, que son codificados por genes adyacentes, el polipéptido de
49 kDa es una cisteina proteinasa (EhCP112) y el de 75 kDa es una adhesina
(EnADH112) (Fig. 3), este ultimo tiene un dominio que involucra la adherencia del
trofozoito a la célula blanco. El peso molecular del complejo (EhRCPADH) ha sido
estimado de 109-124 kDa, dependiendo si el polipéptido EhCP112 ha sido o no
procesado (Garcia-Rivera y col, 1999).

Al investigar los mecanismos de control de la expresion de estos genes que
constituyen a este complejo, se decidid conocer las secuencias localizadas rio
arriba de su sitio de inicio de la traduccion y a 332 pb rio armiba del gen Ehcp112,
pero en la cadena de DNA complementaria se localizé al gen EhrabB, el cual
codifica para una proteina de 192 aa (EhRabB) con una identidad de 40-42 % a
proteinas de la familia Rab (Rodriguez y col, 2000) (Fig. 3). La organizacion de los
genes Ehadh112, Ehcp112 y EhrabB sugiere que puede existir una regulacion
coordinada en la expresion de estos genes y que la funcién de las proteinas puede
estar relacionada.
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Se ha sugerido que tanto el complejo ERCPADH como la proteina EhRabB,
participan en el prdceso de fagocitosis (Garcia-Rivera y col, 1999; Rodriguez y col,
2000), el cual a su vez es un evento del mecanismo patogénico de este parasito
(Ravdin y col, 1980; Orozco y col, 1982). Sin embargo, se necesitan mas estudios
para poder confirmar su participaciéon en la fagocitosis y el momento de su
intervencion en este evento.

Una manera de confirmar la participacién de una molécula en un proceso
dado, es la utilizacion de mutantes afectadas en dicho proceso, donde la molécula
en estudio debe estar alterada o ausente. En el laboratorio se cuenta con la clona
L-6, una mutante de E. histolytica deficiente en fagocitosis, o que la convierte en
una valiosa herramienta bioldgica para estudiar el papel del complejo EnCPADH y
de la proteina EhRabB en la fagocitosis, por lo que en este trabajo se propuso
analizar la organizacion de los genes Ehcp112, Ehadh112, EhrabB, y sus regiones
intergénicas, asi como la expresion y localizaciéon subcelular de las proteinas del
complejo EnCPADH y EhRabB.

Para poder analizar la organizacion de los genes Ehcp112, Ehadh112 y
EhrabB en el genoma de la clona mutante (L-6) de E. histolytica, se realizaron
amplificaciones mediante PCR, utilizando oligonucleétidos iniciadores especificos
(ver Tabla 1). En todos los casos se logroé la amplificacion de los fragmentos
esperados a partir de el DNA de la clona L-8, indicando que existe una
organizacion similar de estos genes en la clona mutante con respecto a la silvestre
(Fig.5-9). Aunque en algunos casos notamos diferencias en la cantidad del
fragmento amplificado, pero no se puede afimar que existe tal diferencia en los
trofozoitos dado que estos experimentos no fueron cuantitativos. Por otra parte no
podemos descartar que los genes de la clona L-6 presenten pequenas mutaciones
que alteren la expresion de los genes Ehcp112 y/o Ehadh112, la secuenciacion y
analisis de estos, nos permitiria determinar la presencia de dichas mutaciones y su
papel en la expresion de los genes.
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Con el fin de determinar la expresion de EnCPADH y de EhRabB en la
clona L6 deficiente en fagocitosis, se realizaron ensayos de Westem-Blot
utilizando anticuerpos especificos contra estas proteinas. En estos experimentos
los anticuerpos monoclonales y policlonales contra EnCPADH detectaron a esta
proteina en la clona A de acuerdo a lo descrito por Garcia-Rivera y col, (1999). Sin
embargo, los anticuerpos detectaron débilmente al complejo en la clona L-6 (Fig.
11). Esto podria sugerir que en la mutante existe una deficiencia en la expresién
del complejo que puede darse a diferentes niveles desde el inicio de la
transcripcién hasta la estabilidad de la proteina. La secuencia de los genes y las
regiones intergénicas en esta mutante podria ayudar a determinar si su deficiente
expresion se debe a alteraciones a nivel de la transcripcion.

Se ha reportado que el complejo EnCPADH participa en la adhesion de los
trofozoitos a la célula blanco (Arroyo y col, 1987, Rodriguez col, 1989; Garcia-
Rivera y col, 1999). La mutante L-6 expresa a bajos niveles esta proteina (Fig.
11A, 11B). Sin embargo experimentos de adhesion determinaron que la clona L-6
adhiere eritrocitos tan eficientemente como la clona silvestre (Orozco y col, 1983).

Esto podria sugerir que la adhesion de la mutante a la célula blanco se
realiza mediante la utilizacion de otras adhesinas, como las previamente
reportadas (Petri y col, 1987; Rosales-Encina y col, 1987; Rodriguez y col, 1989;
Stanley y col, 1990) y que el complejo ERCPADH, aunque también participa en
adhesion, actua principalmente en eventos posteriores a ella, como en la
fagocitosis de la célula blanco. Por ofra parte, anticuerpos especificos contra
EhRabB detectaron un par de bandas de 25 y de 21 kDa sobre proteinas totales
de E. histolytica de ambas clonas (Fig. 11C), en donde la banda de 21 kDa podria
corresponder a la proteina EhRabB sin modificaciones y la de 25 kDa podria
corresponder a la proteina EhRabB modificada con el grupo geranil-geranilo
necesario para su asociacion con las membranas de las vesiculas de transporte.
Sin embargo, por experimentos de Westem-blot se detectdé una mayor expresion
de la proteina EhRabB en la clona L-6. Dada la organizacion de los genes en
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estudio, podria sugerir que en la clona L-6 existe alteracion en la region
intergénica entre los genes EhrabB y Ehcp112 6 en los factores transcripcionales
que regulan la expresion de estos genes, que ocasiona una mayor expresion de
EhRabB y una menor expresion del complejo EnCPADH. Sin embargo, es
necesario realizar la secuenciacion de esta region en la clona mutante, asi como
ensayos funcionales del promotor para confirmar esta hipétesis.

Por otro lado, por medio de ensayos de inmunolocalizacion y analisis por
microscopia confocal, en trofozoitos permeabilizados, y con anticuerpos
especificos dirigidos contra la proteina EnRabB, se observé que esta proteina se
localiza en menor nimero de vesiculas, pero de un mayor tamafio en la clona
mutante, ya que estas pueden medir alrededor de 3um, en comparacion con la
clona A en donde miden hasta 1.5um (Fig. 12), Ademas, la inmunodeteccién de
EhRabB en trofozoitos que estan en contacto con RBCs, muestran que la
traslocacion de estas vesiculas a la membrana plasmatica y a bocas fagociticas es
mas lenta en la clona mutante con respecto a la silvestre (Fig.13). Estos
resultados indican que, si bien la proteina EhRabB en la clona L-6 no esta alterada
en su expresion, se presenta una deficiencia en su funcion, soportando la idea que
EhRabB participa en la fagocitosis. La alteraciéon en su funcién puede estar dada
por mutaciones que alteren dominios importantes para su funcion, lo cual se
determinaria por la secuencia del gen de la clona mutante. Otra posibilidad es que
la clona L-6 presente alteraciones en alguna(s) proteina(s) que interacciona(n) con
EhRabB para regular su funcién, como las proteinas efectoras, las cuales no han
sido aun identificadas.
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IX. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, tenemos las
siguientes conclusiones:
» La organizacion y el tamano de los genes Ehcp112, Ehadh112 y EhrabB son
similares en las clonas silvestre y mutante, aunque se descartan pequenas
mutaciones que afecten su expresion y/o funcién.

» Los patrones electroforéticos de las proteinas de las clonas silvestre y mutante
no presentan aiguna diferencia notable.

» Elcomplejo ERCPADH se expresa pobremente en la clona L-6.

» Existe un incremento en la expresion de la proteina EhRabB en la clona L-6
con respecto a la clona A.

» La proteina EhRabB se localizé en la mutante en mayor cantidad de vesiculas
mas grandes que las correspondientes en la clona silvestre.

» En la localizacion de la proteina EhRabB en la mutante durante la
eritrofagocitosis, se observa una diferencia notable en el tiempo de traslocacion de
las vesiculas a la membrana plasmatica.

» La deficiencia en fagocitosis de la clona L-6 se debe, al menos en parte, a la
baja expresion del complejo EnCPADH y a la baja velocidad de traslocacion de las
vesiculas que contienen EhRabB a la membrana plasmética y a bocas
fagociticas.
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BUFFER DE CORRIDA PARA
GELES DE POLIACRILAMIDA 10X
» 30.2 g Tris-base
» 144 g Glicina
» 10g SDS
» aforara 1000 ml
» ajustarpH 8.3

BUFFER DE TRANSFERENCIA 10X
» 5.8 g Tris-base
» 299 Glicina

» 0.37 g SDS

» 200 ml Metanol

» aforara 1000 ml

4-CI-1-NAFTOL (3 mg/ml)
» 300 mg 4-Cl-1-naftol
» 100 ml metanol
» cubnrde la luz

» Quardar a4°C

57



	Portada

	Contenido 

	Resumen 

	I. Introducción 

	II. Antecedentes

	III. Hipótesis

	IV. Objetico General   V. Objetivos Especificos 

	VI. Materiales y Métodos 

	VII. Resultados

	VIII. Discusión 

	IX. Conclusiones

	X. Referencias

	XI. Apéndice




