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RESUMEN

Las proteinas de choque térmico, de bajo peso molecular son susceptibles de
ser sobrexpresadas bajo condiciones de estrés celular, presentando actividad de
chaperona. Estas proteinas previenen la agregaciéon y desnaturalizaciéon irreversible de
proteinas recién sintetizadas, que en condiciones de estrés térmico se ven afectadas.
Entamoeba histolytica es un parasito protozoario del humano, que en su ciclo de vida
presenta dos formas celulares, el trofozoito y el quiste, siendo este ultimo la forma
infectiva. Se ha reportado que el proceso de enquistamiento se da en respuesta a
condiciones de estrés. En modelos de enquistamiento en Entamoeba invadens, se ha
reportado que se produce un incremento en la expresiéon de las proteinas de choque

térmico.

Realizar estudios en E. histolytica sobre las vias de senalizaciébn que actuan en
respuesta a un choque térmico puede ayudar a entender el mecanismo empleado por
la amiba para censar el ambiente en el que prolifera, asi como el papel de HSP16 en

este proceso.

En este trabajo se describe y caracteriza la expresion del gene de HSP16 de E.
histolytica bajo condiciones de estrés térmico. Se emplearon inhibidores selectivos para
determinar el papel de diferentes proteinas cinasas importantes para el metabolismo de
la amiba, entre las que se encuentran proteina cinasa C (PKC) y la superfamilia de

proteinas cinasa activadas por mitbgeno (MAPKs).

Se present6 un incremento significativo en la expresion transcripcional del gene
de HSP16 de E. histolytica a una temperatura de crecimiento celular de 43° C, en
comparacién a la temperatura de 37° C a la cual se desarrolla normalmente la amiba y
que consideramos como control. Las amibas fueron cultivadas en ausencia y presencia
de los inhibidores durante 30 minutos y después a la temperatura de 43° C, durante 40
minutos. Posteriormente se aislo el RNA total para analizar la expresion de mRNA de la
HSP16 mediante ensayos de RT-PCR. Los resultados sugieren que la via de p38

(MAPKSs), interviene en la respuesta a estrés térmico.



ABSTRACT

The proteins of heat shock of under molecular weight they are susceptible of
being over expressed under conditions of cellular stress, presenting chaperoning
activity. These proteins prevent the aggregation and irreversible denaturation of recently
synthesized proteins that are affected under conditions of heat shock. Entamoeba
histolytica is the human's parasite protozoan that presents two cellular forms, the
trophozoite and the cyst in his life cycle, being this last one the infective form. It has
been reported that the cysting process is given in answer to stress conditions. In cysting
models in Entamoeba invadens, it has been reported that an increment takes place in

the expression of the proteins of heat shock.

To carry out studies in E. histolytica on the signaling pathways that act in heat
shock response can help to understand the mechanism used by the amoeba to sense
changes in the environment in which proliferates, as well as the paper of HSP16 in this

process.

In this work will describe and characterize the expression of the gene of HSP 16
of E. histolytica under conditions of heat shock. Selective inhibitors were used to
determine the paper of different important proteins kinases for the metabolism of the
amoeba, among those that are protein kinase C (PKC) and the superfamily of mitogen

activated protein kinases (MAPKSs).

A significant increment was presented in transcriptional expression of the gene
HSP16 of E. histolytica at cellular growth temperature of 43° C, in comparison to the
temperature of 37° C to which is usually developed the amoeba and that we consider as
control. The amoebas were cultivated in absence and he/she witnesses of the inhibitors
during 30 minutes and later to the temperature of 43° C, during 40 minutes. Later on the
total RNA was isolated to analyze the expression of mRNA of the HSP16 by means of
rehearsals of RT-PCR. The results suggest that p38 pathway (MAPKs), modulate the

heat shock response.
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INTRODUCCION

Entamoeba histolytica
Ciclo de vida

Entamoeba histolytica es un protozoario parasito que en su ciclo de vida
presenta dos formas de vida, la proliferativa, que es el trofozoito y la forma infectiva
que es el quiste. Cuando se ingiere el quiste, éste pasa a través del estdmago al
duodeno, donde ocurre el desenquistamiento. El ambiente ligeramente alcalino o
neutro es un requisito para que inicie el desenquistamiento, durante el cual emergen
cuatro amébulas del quiste, que se dividen por fisién binaria dando lugar a ocho
trofozoitos metaquisticos, que pasan al intestino grueso donde se alimentan y
reproducen. En una ruta alternativa, los trofozoitos pasan via sanguinea a varios tejidos

ocasionando necrosis, principalmente a higado y pulmones (Figura 1) (Bogitsh y Cheng, 1998)

Figura 1: Esquema simplificado del
ciclo de vida de Entamoeba
histolytica
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E. histolytica es un parasito del humano causante de la disenteria amibiana, que

en el proceso de lisis celular, la amiba debe acceder a la célula blanco mediante su
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interaccidon con la matriz extracelular. Se ha estudiado la cascada de reacciones
intracelulares de la amiba en respuesta a su interaccién con la matriz extracelular. Sin
embargo, la respuesta de E. histolytica a otros estimulos ambientales (temperatura, pH,

condiciones osméticas, oxigeno etc.) no ha sido profundamente estudiado.

En el estado de estrés térmico, se da una degradacion de proteinas y se sobre
expresan otro tipo de proteinas que le confieren capacidad de resistencia y sobrevida a
las células, a este tipo de proteinas se les llama proteinas de choque térmico, las

cuales son activadas también en condiciones de estrés ambiental (Lewin, 2000).

En reportes anteriores, se ha relacionado al estrés térmico con la capacidad de
secrecion y sintesis de quitina, en el parasito E. invadens. Esto hace posible relacionar
que un aumento en la temperatura en el trofozoito pueda ser una de las causas que

dan lugar al enquistamiento (Fied et al, 2000).

En E. histolytica no existen modelos in vitro de enquistamiento, esto debido a
que el parasito sélo enquista en el hombre y en primates, por lo que se toma como
modelo los procesos de enquistamiento reportados en E. invadens. Este organismo es

parasito de reptiles y presenta el mismo ciclo de vida de E. histolytica.

E. invadens puede enquistar facilmente in vitro en condiciones de privacion de
fuentes de carbono, shock hipoosmético, o bien, una combinaciéon de ambos estimulos.
En el proceso de enquistamiento, es determinante la capacidad de agregacion de los
trofozoitos, lo cual se distingue con un aumento en la presencia de galactosa en el
medio de cultivo. En trabajos anteriores, se ha reportado que E. invadens puede
enquistar en respuesta a presencia de catecolaminas via receptores 31 adrenérgicos en

la superficie del trofozoito (coppi et al, 2002)

Entamoeba almacena grandes cantidades de glucosa en forma de glucégeno,
dichas reservas son disminuidas, de forma sustancial durante el enquistamiento, las
cuales proveen energia metabdlica durante el proceso de diferenciaciéon y son el aporte
de azucares que toman como sustrato para la sintesis de UDP-N-acetilglucosamina,
que al polimerizarse es formadora de quitina, la cual es una proteina de secrecion y es

principal componente de la pared del quiste.
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Proteinas de choque térmico (HSP)

Las proteinas de choque térmico, conocidas como HSP, son las que se
sintetizan cuando se somete a la célula a condiciones de estrés fisiologico, ayudando a
Su recuperacion (Beere, 2001).

Cuando una proteina ha sido sintetizada, plegada y su estructura funcional ha
sido modelada, puede enfrentarse a cambios fisicoquimicos que pueden
desnaturalizarla. En estos casos, las HSP impiden que la proteina se desnaturalice o
bien ayudan a renaturalizarla, ya que muchas de estas proteinas actian también como
chaperonas (Lewin, 2000). Las proteinas HSP se agrupan en cinco familias dependiendo
de su peso molecular: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 y las HSP pequenas (sHSP)
que van de 12-42 kDa (Lewin, 2000). Estas Ultimas, que se caracterizan por formar grandes
estructuras multiméricas, lo que las hace mas eficiente debido a la capacidad de unir
una molécula de sustrato por monémero, actuando como chaperonas in vitro e
intervienen en termotolerancia in Vivo (kim et al, 1998; Stromer et al, 2003). Ademas de conferir
termotolerancia, las HSPs, son activadas en otro tipo de condiciones de estrés como
es: el estrés alcohdlico, la presencia de metales pesados, el estrés oxidativo y la

elevacion del factor de necrosis tumoral (Gabaiy Sherman, 2002).

Una variedad de estimulos extracelulares tales como suero, factores de
crecimiento, citocinas, agentes citotdxicos y oncogénicos dan como resultado las
fosforilaciones de las sHSP en células de mamiferos. Esta fosforilacion esta
involucrada en la organizacién de los microfilamentos de actina de la célula (Benndorf et al.,
1994; Huot et al, 1995; Hayess y Benndorf, 1997). La fosforilacion es catalizada por un nuevo tipo de
serinal/treonina cinasa llamada HSP25 cinasa especifica para proteinas pequefias de
estrés. En estudios recientes se ha elucidado la intervencion de las sHSP en eventos

apoptéticos (Beere, 2001).

Proteinas de choque térmico de bajo peso molecular (sHSP)

Las sHSP son proteinas inducibles bajo estrés celular con actividad de
chaperona. Presentan mondmeros de menos de 30 kDa que se caracterizan por su
tendencia a formar grandes agregados oligoméricos in vifro de 400 — 800 kDa o mas,

por su alta capacidad de lievar a cabo interacciones no especificas con proteinas no
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nativas tanto in vitro como in vivo para prevenir la agregacion de proteinas. Cada
oligobmero tiene la capacidad de unir multiples proteinas sustrato y dicha unién es
independiente de ATP (adenosin trifosfato) (Figura 2).

Figura 2. Estructura tridimensional de la proteina HSP 16, de Metanococus janaschi, cada color
representa un monomero.

Las sHSP presentan en su extremo carboxilo terminal una secuencia de 100
aminoacidos conocido como dominio a-cristalino, que junto con la capacidad de formar
grandes agregados oligoméricos les confiere la capacidad de funcionar como
chaperona, debido a que inhibe la agregacién de proteinas inducida por estrés celular y
presenta la capacidad de conferir resistencia a estrés térmico en cultivos celulares (sun
et a., 2002). Este dominio es similar a una proteina presente en el cristalino de
vertebrados, que presenta un tamafio de 10 kDa (cobb y Petrash, 2002). En trabajos
realizados con anterioridad, se ha sugerido que las cinasas responsables de llevar a
cabo la fosforilacion in vivo de a-cristalino son las MAPK p44/42 (proteinas cinasas

activadas por mitégeno) y MAPKAP proteina activada tipo2 (Moroni y Garland, 2001).
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Importancia de las proteinas de choque térmico en parasitos

En parasitos, las proteinas de estrés (HSP) juegan un papel muy importante en
los procesos de diferenciacion y adaptacion a sus hospederos. Los parasitos deben
tolerar condiciones de estrés cuando pasan de un ambiente a otro, en donde no sélo se
enfrentan a cambios fisicos (temperatura), sino también a cambios quimicos como de
pH y cambios fisicoquimicos como diferentes osmolaridades del ambiente (cevailos, 1995;
Morano y Thiele, 1999). Por ejemplo, se ha observado que el incremento en la temperatura en
cultivos de promastigotes (estadio en el que se encuentra el parasito en el vector) de
Leishmania induce la sintesis de diversas HSPs y también induce la diferenciacién al
estadio de amastigote (la forma en la que se encuentra dentro de su hospedero

mamiifero) (Ploeg et al., 1985).

Esto también se ha observado durante el enquistamiento de trofozoitos de
Giardia sp., Naegleria gruberi y E. invadens (Cevallos, 1995; Field et al, 2000). Durante el
enquistamiento de Giardia lamblia se ha reportado la expresion de diversos antigenos,
entre ellos HSPs. Con anticuerpos se lograron identificar HSP de 65, 68, 82 y 92 kDa.
Ninguna de estas proteinas se expresa en trofozoitos controles (incubados en
condiciones de no enquistamiento), lo que sugiere que puedan estar directamente
relacionadas con el enquistamiento (cevalios, 1995). En E. invadens se ha reportado que un
grupo de proteinas denominadas BiP que estan relacionadas con el proceso de
enquistamiento y también con la expresiéon de HSP70 en condiciones de estrés térmico,
esto al observarse un incremento del mRNA de la quitinasa y de una proteina

denominada Jacob ambos componentes del quiste (Field et al., 2000).

Se ha reportado que las HSP estan involucradas en la virulencia de los
parasitos. En Leishmania se ha observado un incremento en la infectividad después de
haber inducido su diferenciacion por estrés calérico. En Listeria sp se pueden distinguir
especies virulentas con ayuda de las HSPs, las especies virulentas sintetizan cerca de

siete HSPs adicionales con respecto a las especies no virulentas (cevallos, 1995).

Particularmente en E. histolytica s6lo existe un reporte referente a estrés y

solamente se han caracterizado dos proteinas de la familia de las HSP: HSP60 vy
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HSP70 en estudios no relacionados con la respuesta a estrés del parasito (ornery Duchene,
1992; Karlin y Brocchieri, 1998; Mai et al., 1999; Field et al., 2000 Akbar et al., 2004). En éste parasito, no existen
receptores conocidos al estrés térmico, por lo que la forma de responder a ésta clase
de estimulos es, aparentemente mediante un reacomodo de la membrana celular, lo
que provocaria el desencadenamiento de vias de sefalizacidn mediadas por segundos

mensajeros.

Proteina de choque térmico de 16 kDa de E. histolytica

Nuestro grupo de trabajo ha caracterizado el gene de una proteina de estrés de
bajo peso molecular HSP16Eh (cabalero, 2002). EIl mMRNA de esta proteina aumenta
cuando los trofozoitos de E. histolytica son sometidos a choque térmico. La
sobreexpresion de dicho gene se obtiene a los 43° C. Por lo tanto tenemos un modelo
estimulo-respuesta que nos puede permitir estudiar el sistema de sefalizacién de E.
histolytica que regula su reaccibn ante un medio ambiente que aumenta su
temperatura.

El estudio de diferentes vias de sefalizaciéon en el parasito, puede ayudar a
descifrar los procesos moleculares que llevan al enquistamiento, teniendo el previo
antecedente de la relacién de las HSP y su actividad en la secrecién de quitina, un
componente de la pared del quiste lo cual se ha estudiado ampliamente en E.
invadens. De igual manera, se ha estudiado en este parasito que, el enquistamiento se
da como respuesta a la unién de catecolaminas, como dopamina, epinefrina y
norepinefrina presentes en el parasito. El recambio de epinefrina se lleva a cabo en el
trofozoito, cuando se somete a éste a un medio de enquistamiento que contiene e!
ligando de superficie para galactosa. Por lo tanto, se ha demostrado que E. invadens
une este tipo de catecolaminas mediante recetores B1 adrenérgico presentes en la

superficie del trofozoito (coppi et al., 2002).

Regulacion de la respuesta al estrés térmico

La expresion de los genes de choque térmico es regulada a nivel transcripcional
por factores de transcripcion especificos al estrés térmico (HSTF), que se localizan en
el nacleo, los cuales una vez al ser activados se unen al elemento de respuesta al

choque térmico (HSE), presente en la region promotora del gen. Dichos factores

16



transcripcionales requieren ser fosforilados para estar en forma activa, en algunos

casos se presentan uno o varios sitios de fosforilacién (Hoimberg et al., 1998, Lewin, 2000).

Cuando el HSTF no se encuentra unido a DNA, se presenta en forma
monomeérica en células no estresadas, siendo éste activado por condiciones de estrés
para formar un trimero que puede unir promotores de genes HSP. El elemento de
respuesta al choque térmico, es un elemento tipo cis, que activa al HSTF y esta
formado por secuencias invertidas repetidas del tipo nGAAn, donde “n” puede ser un

nucledtido arbitrario (Morimoto y Nolien, 2004).

Proteinas cinasas

Las vias de sefalizacién llevan a la activacion de enzimas cinasas, que
mediante una cascada de fosforilaciones, llevan a la activacion de factores de

transcripcién, responsables de la regulacion génica.

En los sistemas de regulacion génica, la fosforilacién de factores de transcripcion
es una estrategia, ya sea para activar o inactivar determinados genes. Este tipo de
modificacién es reversible y esta acompanada por la adicion de un grupo fosfato a un
aminoacido especifico. El grupo fosfato es transferido a partir de moléculas de ATP por
proteinas cinasas, proceso que es revertido por proteinas de tipo fosfatasa.
Dependiendo del residuo que se fosforila las proteinas cinasas son llamadas serina

treonina cinasas, o bien, tirosinas cinasas (Ramos et al., 2002).

Vias de sefalizacion analizadas mediante diferentes inhibidores

especificos.
Proteina cinasa C

La proteina cinasa tipo C (PKC) es una familia de serina treonina cinasas sensibles
a los lipidos, que presenta diferentes isoformas cada una con diferentes propiedades
reguladoras y sustratos. Las isoenzimas de PKC, consisten de una sola cadena
polipeptidica que contiene una regiéon regulatoria amino terminal (de 20 a 70 kDa) y un
dominio de cinasa carboxilo terminal (de aproximadamente 45 kDa) (Newton, 19¢7). En la

actualidad se han reportado 11 isoformas de PKC en células de mamifero codificadas
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por 10 genes, las cuales se clasifican en tres grupos por su estructura y manera de

regulacion.

e Convencional (PKCc): Este grupo requiere de fosfatidilserina, diacilglicerol y

Ca® para su activacion y son PKCa, B1, B2 yy.

e Nuevas (PKCn): Para su activacibn también requieren fosfatidilserina,

diacilglicerol pero no de Ca?*. A este grupo lo conforman la PKC §, «, n,0yu

¢ Atipicas PKC (PKCa): su regulacion aun no es del todo establecida pero se ha
demostrado que requieren de fosfatidilserina para su activacion, y son la PKC &

YA. (Tsao y Wang, 1997; Newton, 1997; Maizels et al., 1998). (Figura 3)

Dominio regulatorio Dominio Catalitico
pseudosustrato\ ¢ o ~ I o
convencionales T - N
nuevas — - T
atipicas s

Figura 3. Representacién esquematica de las diferentes isoformas de PKC. (Newton, 1997).

Entre los inhibidores especificos para PKC se tiene al 1 — o — hexadecil - 2 - o
metil rac — glicerol, que es un competidor analogo del diaciiglicerol (syrovets et al., 1997).
Como activador farmacologico de la PKC, se tiene al tetradecanoil forbol acetato (TPA)

que mimetiza los efectos del diacilglicerol (Louise et al., 1997).

La via clasica de senalizacion de PKC, se activa mediante cambios
conformacionales en los receptores de siete dominios transmembranales acoplados a
proteinas G (GPCR): Una vez que un receptor es activado, el complejo ligando receptor
cataliza el cambio de GTP (trifosfato de guanosina) a GDP (bifosfato de guanosina), en
la subunidad o de la proteina G , esta proteina a-Gp activada (fosforilada), fosforila a
su vez a la fosfolipasa C (PLC) en la membrana plasmatica, la cual produce dos

segundos mensajeros por hidrolisis del fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,) como son el

18



diacilglicerol (DAG) y el fosftidilinositol-1,4,5-trifosfato (IP;). El IP; es liberado al citosol
donde es capturado por su receptor que esta ubicado en el reticulo endoplasmico,
regulandose asi la liberacién de Ca?' intracelular. El DAG activa directamente a la
proteina cinasa C (PKC) uniéndose a estructuras conocidas como dedos de zinc. El
aumento de Ca?* en el citosol, junto con DAG vy la interaccion de PKC con fosfolipidos
acidos como la fosfatidilserina (PS) hacen que la PKC se encuentre completamente

activa para fosforilar factores de transcripcion (Nishizuka, 1986; Alberts et al., 2002).
MAP cinasas

Las MAPK son serin/treonin cinasas. Es una familia de cinasas activadas por
mitégeno, entre las que se encuentran las cinasas tipo ERK o cinasas de respuesta a
estrés ambiental, cuya actividad es modulada por estimulos mitogénicos y es activada

para mediar eventos de proliferaciéon celular y sobrevivencia.

Existen tres familias de MAPKSs, las ERK p42 y p66, las JNK (cinasa amino
terminal c-Jun o SAPK) y p38 MAPK, cada una con su propia via de transduccion,
como se sefala en la figura 4 (Kogut et al., 2003). Las proteinas ERK translocan al nucleo
después de su activacion, para regular la actividad de varios factores de transcripcion

(c-myc, c-fosy c-jun, tcf, srf, elf-1, apl, atfn) (Lujan et al., 1996).

La JNK y p38 MAPK son activadas en respuesta a estrés celular y presentan
funciones de proteccion celular e intervienen en procesos apoptoéticos. JNK es incluida
en la regulacién, estabilizacion, traduccion y producciéon de citocinas, via la activacion
del factor de transcripcion AP-1, activada por sefiales de estrés celular como el choque
térmico, irradiacion, estrés oxidativo, citocinas, endotoxinas y factores de crecimiento
(kogut et al, 2003). Asimismo JNK fosforila a Jun que es un factor de transcripcion que
regula el crecimiento celular (Hemreich, 2001). Un sustrato de la proteina activadora de la
cinasa activada por mitdgeno tipo 2 (MAPKAP-2) es p38 (Boldt et al., 2002). JNK interviene
activando a factores de transcripcion activadores de genes de respuesta inmediata

(Alberts et ai., 2002).
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Figura 4. Vias de sefalizacion de los diferentes tipos de MAPKs (tomado de

www.cellsignal.com).

Algunas de las vias de sefalizacion pueden tener puntos de entrecruzamiento.
Esto puede ser a diferentes niveles, tanto de condiciones de estrés celular, a nivel de
receptores, de proteinas G, de segundos mensajeros, 0 bien una misma proteina

cinasa puede activar diferentes factores de transcripcion.
Importancia de las proteinas cinasas en Entamoeba

Las vias de sefalizacién en E. histolytica empiezan a ser dilucidadas. Se ha
reportado una cascada de tirosina cinasa aumentada por la unién de colagena o
fibronectina (perez et al., 1996; 1998; Hemandez et al., 2000). La fibronectina interviene también en un
aumento del calcio intracelular, con la subsiguiente activacion de una proteina cinasa
de tipo C (PKC) dependiente de diacilglicerol y proteina cinasa dependiente de
calmodulina (camajal et at,, 1996; Paveto et al., 1999). La activacion de PKC se ha asociado con un
incremento en la virulencia y en el crecimiento del parasito en cultivo (santiago et al., 1994;

Weikel et al., 1988; Chaudhuri y Raha, 2000).

Incrementos en la concentraciéon de adenosin monofosfato ciclico (CAMP) en los

trofozoitos que interaccionan con fibronectina y la reorganizacion de actina sugiere la
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presencia de receptores acoplados a proteinas G (said et al., 1998; Franco et al., 2000; Cobb y Petrash,
2002). Asimismo, E. histolytica presenta una cinasa de adhesiéon focal (FAK), cuyo
sistema de regulacién es mediante una via dependiente de integrinas, que interviene
en el mantenimiento de la polaridad de la célula, lo cual es importante para el proceso
de invasién tisular, debido a que ayuda a que el parasito se adhiera a la matriz
extracelular de las mucosas. La inhibicién endégena de esta cinasa resuita en un
decremento de la motilidad celular y en algunos casos de la muerte celular. FAK
también se encuentra interviniendo en la transmision de senales de supervivencia que
permitan la degradacion de la matriz extracelular del hospedero en el proceso invasivo.
La fosforilacion de esta cinasa en un residuo especifico (tirosina), lleva a la activaciéon
de la via de MAPK y a su vez la adhesion dependiente de integrinas lleva a la
activacion de la via de JNK, la cual es independiente de la fosforilacion en tirosina

(Schaller, 2001; Labruyere et al., 2003).

La fagocitosis amibiana es inhibida por wortmanina, una toxina fungica que
bloquea a la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K) cuyos productos son lipidos (fosfatidil

inositol fosfatos, PIP2) los cuales actian como segundos mensajeros (Field et al., 2000).

En 1993, Lohia y Samuelson, identificaron al gen de Rho en Entamoeba, al que
llamaron, Ehrho1, que codifica para una proteina que presenta alta similitud con Rho y
Rac, pertenecientes a la familia Ras de GTPasas pequefias. EhRho1 participa en vias

que controlan el crecimiento, la citolisis y la fagocitosis (Godboid y Mann, 2000).

HIPOTESIS

La amiba reacciona ante su medio ambiente activando vias de senalizacion;
mediante la inhibicion de forma especifica de las mismas, se podra saber como se

modulan genes de respuesta inmediata como los de choque térmico.
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OBJETIVO

Identificar la via de sefalizacion, encargada de la activacion del gene de la
proteina de choque térmico de 16 kDa de Entamoeba histolytica (HSP16Eh), mediante

el empleo de inhibidores especificos de proteinas cinasas.

DISENO EXPERIMENTAL

Analisis de secuencias

Se realizé el andlisis de la region intergénica comprendida entre el gen de
HSP16 y el gen de la ciclofilina, mediante el empleo del programa Genomatix, para
identificar posibles sitios para el factor de transcripcion al choque térmico

(www.cbrc.jp/research/db/T FSEARCH.html).
Obtencion de parasitos

Trofozoitos de E. histolytica de la cepa HM-1: IMSS de humano, los cuales se
mantuvieron en abscesos hepatico amibiano de hamsteres, para conservar la
virulencia, cultivandose en cultivo en 50 ml de medio TYI-S-33 ésteril suplementado
con 15% de suero bovino adulto, 3% de la mezcla de vitaminas de Diamond, 100 U/ml|
de penicilina y 100 pg/ml de sulfato de estreptomicina a 37° C (piamond et al., 1978, Akbar et al.,

2004).
Conteo de parasitos

Los trofozoitos, a las 72 horas de crecimiento (cultivo en fase de crecimiento
logaritmica), fueron desprendidos de las paredes de la caja de cultivo, mediante

agitacion muy suave.

Se centrifugaron a 2040 x g (5000 rpm) durante 15 minutos, posteriormente se
elimin6 el medio de cultivo, resuspendiéndose la pastilla en 750 ul de medio de cultivo

estéril.
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Se determind el niumero de trofozoitos, mediante tincion con azul de tripano en
una dilucion 1/10, tomandose 5 ul del medio donde se resuspendieron los trofozoitos,

los cuales se agregaron a 45 pl del colorante vital.

Se contaron en un hemocitometro y se ajustd el numero de células para utilizar
1*10° amibas en cultivo axénico en presencia de suero, que fueron colocadas en tubos

eppendorf de 1.5 ml. Utilizdandose un mismo lote de amibas por cada inhibidor.
Condiciones de choque térmico

Por cada uno de los inhibidores que fueron analizados (Tabla 1), se utilizaron
cuatro muestras, las cuales fueron etiquetadas como 37° C, 43° C, en ausencia y en

presencia del inhibidor.

Por cada inhibidor utilizado se determiné la concentracion 6ptima, la cual
permitiera un 95% de viabilidad celular, mediante tincibn con azul de tripano,
tomandose como referencia la Clsg del inhibidor, para la realizacion de una curva de

concentracion.

Una vez determinada la concentracion 6ptima, se incubaron las muestras (cuatro
tubos, denominados como 37, 43 en ausencia del inhibidor y 37i, 43i en presencia del
inhibidor), a una temperatura constante de 37° C, durante 30 minutos. Después, dos
muestras se incubaron a la temperatura de 43° C, una muestra en ausencia del
inhibidor y otra en presencia del rnismo, durante un intervalo de 40 minutos. Dos
minutos antes de culminar el periodo de choque térmico, de la muestra a 43° en
presencia del inhibidor, se tomaron 5 ul para determinar viabilidad celular mediante

tincién con azul de tripano.
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Inhibidor Via de seial. Afectada Concentraciéon exp.
SB203580 p38MAPK y HSP27K 300 nM
SB202190 p38MAPK 100 nM
PD98059 ERK 1/ 2 cinasas 1uM
1 - O — Hexadecyl — rac — PKC 80 uM
glicerol
TPA (activador) PKC 0.5 nM

Tabla 1. Inhibidores utilizados, las vias de sefializacién en las que intervienen y la concentracion
experimental utilizada para el caso de amiba.

Extraccion de RNA

Después del choque térmico, se realizd la extraccion del RNA, en donde, se
agregd al tubo sin sacarlo del termoblock, tanto a 37° C, como a 43° C, 400 pl del
amortiguador de lisis (4.5 M guanidina HCI, 50 mM Tris HCI, 30% Triton X-100 pH 6.6
en presencia de inhibidores de RNAsas), después se agitd suavemente durante 10
segundos.

Después se combinaron la columna High Pure y el tubo colector, (Kit de
aislamiento de RNA total, de Roche, ver figura 5) y se paso el lisado celular a través de

la columna centrifugandose durante 15 segundos a 8 000 x g.

Figura 5. Columna High Pure y tubo colector.

Se desech6 el contenido del tubo colector y se agregaron a la columna 100 pl de
DNAsa (10ul de DNAsa | a una concentracion stock de 10 kU + 90 pl de amortiguador
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de incubacién -1 M NaCl, 20 mM Tris HCI, 10 mM MnCl,, pH 7.0-) y se dejé incubando
durante 15 minutos.

Se agreg6 a la columna 500 pl de amortiguador de lavado | (5 M de guanidina
HCI, 20 mM Tris HCI, 10 mM MnCl, Etanol, pH 6.6) y se centrifugé durante 15
segundos a 8 000 x g.

Se deseché el contenido del tubo colector y se agregé a la columna 500 pl de
amortiguador de lavado Il (20 mM NaCl, 2 mM Tris HCI, Etanol, pH 7.5) y se centrifugé
durante 15 segundos a 8 000 x g.

Se desechd el contenido del tubo colector y se agregaron 200 pl de
amortiguador de lavado Il y se centrifugé durante 2 minutos a 13 000 x g.

Posterior a esto, se cambié el tubo colector por un tubo de 1.5 mi estéril y se
realizé la elusion con 50 pl del amortiguador de elucion (agua estéril bidestilada libre de

RNAsas) y se centrifugé durante un minuto a 8 000 x g.

Se cuantificé el RNA espectrofotométricamente y se verificd la calidad de RNA

mediante gel de agarosa esteril al 1.5%.
Reaccion de transcriptasa reversa

Para convertir el RNA a DNA complementario, se llevd a cabo la siguiente

reaccion:

En un volumen de 20 ul, se agreg6 el volumen correspondiente a 5 ug de RNA,
a los cuales se agregaron 1 pl de Oligo (dT) 12-18 @ una concentracion de 500 pg/ml, 1 pl

de dNTP mix 10 mM y se agreg6 agua estéril a un volumen de 12 pl.

Se incub6 la reaccion durante 5 minutos a 65° C. Al término de éstos, se agregd
a la reaccién 4 pl de amortiguador de reaccion 5X (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 375 mM
KCI, 15 mM MgCl,, 2 ulde 0.1 Mde DTT y 1 pl de inhibidor de RNAsa (40 unidades/pl)
y se incubo la reaccion a 42° C, durante 2 minutos. Posteriormente se agreg6 1 pul (200
U) de la enzima reverso transcriptasa SuperScript 1| RT y se continué la incubacion

durante 50 minutos a 42° C.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Una vez obtenido el cDNA, se utilizaron 3 pl para la reaccién de amplificacion,
esta reaccion presentd los siguientes elementos. En un volumen de reaccion de 50 pl
se agregaron 5 pi del amortiguador 10X PCR (200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI),
1.5 pl de 50 mM MgCl,, 1 pl de dNTP mix 10 mM, 1 pl del iniciador HSPF sentido 10
UM (5°-CAT ATG CAC TCA CAA GC-3’), 1 pl del iniciador HSPR anti-sentido 10 mM
(5’-GAT CCG TTA ATA TCA AC-3’), 1 ul de Taqg DNA polimerasa (5U/ul) y agua estéril
a un volumen de 50 pl. Ambos iniciadores van a amplificar el gene completo

obteniéndose asi un segmento de 420 pares de bases.

También se utilizaron primers para amplificar la subunidad pequefa ribosomal
de E. histolytica, denominados JLR9 sentido (5’-GAA ACT TAA AGG AAT TCA CGG-
3) y JLR4 anti sentido (5-CGG GCG GTG TGT ACA AAC-3’) los cuales se
consideraron como gen constitutivo. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador
Eppendorf a 95° C durante 5 minutos, con 30 ciclos de amplificacion a 95° C durante 1
minuto, 50° C durante 1 minuto y 72° C durante 1 minuto, con un ciclo final de 72° C

durante 10 minutos.

Al término del termociclaje, se verificaron los productos amplificados obtenidos
en gel de agarosa 1%. Se obtuvieron amplificados para el gen HSP16, para el gen
control de la subunidad pequefia ribosomal y como control negativo de reaccién se

utilizé RNA amplificado, sin llevar a cabo el paso de conversién a cDNA.
Analisis densitométricos

Se realizaron analisis densitométricos mediante la cuantificacion de los
amplificados obtenidos para el gen de la subunidad pequena ribosomal y para el gen
de HSP16Eh, con la utilizacién del Quantity One FS (Bio Rad).

Una vez obtenidos los valores cuantitativos, se utilizé la siguiente formula para

obtener porcentajes con respecto al control:

HSP/RIBOS*100 = A; A/HSP37=% DEL CONTROL
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En donde, se dividen los valores cuantitativos de cada amplificado de HSP18,
con su control respectivo, ya sean subunidades ribosomales o amplificacion del gen de
la subunidad pequefa ribosomal de E. histolytica. A este valor se multiplica por cien y
se denomina como A en la férmula. Para la obtencién del % del control, se toma como
referencia a HSP37, que se considera como el valor de expresion basal del gene. Cada
uno de los valores A, se dividen entre el valor obtenido para la muestra de HSP37,
obteniendose asi el por ciento del control (recomendacion de la Dra. Tzipe Goverenzky,

Departamento de Biologia Tedrica, 1IB)

RESULTADOS

Andlisis de la region intergénica entre HSP16 y ciclofilina

La regién promotora del gen HSP70 humano, contiene multiples elementos de
respuesta al choque térmico, HSE, que son secuencias pentameéricas repetidas del tipo
nGAAn. Tal es el caso, en la posible regién promotora del gen en cuestion HSP16Eh,

en donde se presenta una secuencia pentamérica del tipo HSE (Morimoto et al 1992).

Analizando el genoma de la amiba, encontramos que el gene de la HSP16Eh, se
encuentra flanqueada por los genes 309 y 359. El gen 309 que la precede es una
proteina cinasa hipotética y el gen 359 es una peptidil — prolil — cis — trans isomerasa,

también conocida como ciclofilina (www tiarorq). El mapa se presenta a continuacion.

TTTTAGTGAATTTATATTATTCATTTCAATCAGCTACTCATGTTTGTTTTTAAATAAAAT
TCTATAAAAAAAAGTAATAATTAAATTTAGTTACATTATGTTATTGATTATTGTCCTGGA
GGAGAATTATATTATCGTTTAATTCAAGAAAAATCATTTTGTGAAAGTAGAACACAATTT
TATATTAGTCAAGTTATTTTAGCATTAGAATGTCTTCATCAAATGAATATAATTTATAGA
GACGTTAAATTAGAAAATGTATTAATTTGTGAAGATGGATATCTTAGACTTACAGATTTT
GGTTTATCTAAAGAAAACGTTTCTGGAAATGAAACAACAGCTACATTTTGTGGTACTCCT
GAATATCTCTCTCCTGAAGTTGTTTTAGCAGAGCCTTATACTAATGTAATTGACTGGTGG
GGAGTAGGAATTATGACATATGAAATGATGCATGGACAAGCACCATTTATTAGCGATAAT
ATCCAACAACTTTATCAAAAAATTTTATATTCTCCTGTAATCTTTCCAACAACATCTCCA
GTTTCTGCTGTATGTAAAGATTTTATAACTAAAATGTTAGAAAAARAAAATTTGTGATCGT
TTAAGTACACCAGAGAAGATTAAAACACATCCATGGTGGAACAGTTTCGACTGGGATGCT
CTTTATCAAAAGAAAATTCCTGCCCCATTTAARACCAGATATGTCACAAGATGGAAAAACA
AACTTTGGAGAAGAATTTATTAATGAAAAATTCGACCTTAATGAAGAAATAAACAATTCT
ACTTCTAATGGCATAAGACAAGACATTTTTGGAGAATTCACTTTCACTAGAGATGAACCA
AAATAA
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En donde, se dividen los valores cuantitativos de cada amplificado de HSP16,
con su control respectivo, ya sean subunidades ribosomales o amplificacion del gen de
la subunidad pequena ribosomal de E. histolytica. A este valor se multiplica por cien y
se denomina como A en la formula. Para la obtencion del % del control, se toma como
referencia a HSP37, que se considera como el valor de expresion basal del gene. Cada
uno de los valores A, se dividen entre el valor obtenido para la muestra de HSP37,
obteniéndose asi el por ciento del control (recomendacion de la Dra. Tzipe Goverenzky,

Departamento de Biologia Teorica, 11B)

RESULTADOS

Analisis de la region intergénica entre HSP16 y ciclofilina

La regién promotora del gen HSP70 humano, contiene multiples elementos de
respuesta al choque térmico, HSE, que son secuencias pentaméricas repetidas del tipo
nGAAnN. Tal es el caso, en la posible region promotora del gen en cuestibn HSP16Eh,

en donde se presenta una secuencia pentameérica del tipo HSE (Morimoto et a1 1992).

Analizando el genoma de la amiba, encontramos que el gene de la HSP16Eh, se
encuentra flanqueada por los genes 309 y 359. El gen 309 que la precede es una
proteina cinasa hipotética y el gen 359 es una peptidil — prolil — cis — trans isomerasa,

también conocida como ciclofilina (www.tigrorg). El mapa se presenta a continuacion.

TTTTAGTGAATTTATATTATTCATTTCAATCAGCTACTCATGTTTGTTTTTAAATAAAAT
TCTATAAARAAAAGTAATAATTARATTTAGTTACATTATGTTATTGATTATTGTCCTGGA
GGAGAATTATATTATCGTTTAATTCAAGAARAATCATTTTGTGAAAGTAGAACACAATTT
TATATTAGTCAAGTTATTTTAGCATTAGAATGTCTTCATCARATGAATATAATTTATAGA
GACGTTAAATTAGARAATGTATTAATTTGTGRAGATGGATATCTTAGACTTACAGATTTT
GGTTTATCTAARGRAAACGTTTCTGGAARATGARAACAACAGCTACATTTTGTGGTACTCCT
GAATATCTCTCTCCTGAAGTTGTTTTAGCAGAGCCTTATACTAATGTAATTGACTGGTGG
GGAGTAGGAATTATGACATATGARATGATGCATGGCACAAGCACCATTTATTAGCGATAAT
ATCCAACAACTTTATCAAARAAATTTTATATTCTCCTGTAATCTTTCCAACAACATCTCCA
GTTTCTGCTGTATGTAAAGATTTTATAACTAAAATGTTAGAAARAAAAATTTGTGATCGT
TTAAGTACACCAGAGAAGATTAAAACACATCCATGGTGGAACAGTTTCGACTGGGATGCT
CTTTATCARAARGARAATTCCTGCCCCATTTAARACCAGATATGTCACAAGATGGARAAACA
AACTTTGGAGAAGAATTTATTAATGAAAAATTCGACCTTAATGAAGAAATAAACAATTCT
ACTTCTAATGGCATAAGACAAGACATTTTTGGAGAATTCACTTTCACTAGAGATGAACCA
AZZTARA
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REGION lNTERGENICA

-200 TTATATTTGTTATATAAAACGTTTATATATTATTTITGARAGAATAATCCACGTA

ATCATAATGAAAACGTCGA TTACGAAGAAATGACGTGGAATTCATTTATTATT
A'ra-rc.u'mcGrmammnamﬂarmmﬂummnamu
TTAATAGTTTAGCTARATAAAC -1

360 HSP16

ATGCACTCACAAGCACTTGTAAGACCAACACCATTTAA
TCCATTTATTCAACARCAACGTAATCARAARRATATTTGTTCGATGGAAARAGGARCAGGACA
TTGGGCACCAGAARATTTGGGAACCACCATGTGAATTACTTGAAGCAGARCAGATTTATTT
ATTARAGTTAGAAGTTCCAGGTATTGATAAARAAACATTAAGTCGTTARATATGCAAATAA
TTGGEGTTGTTATAACAGGAACTAGACAAGTTGARGGTARAAATAGAATTTACAGAATTTTT
ATATGGTACTTTTAGAAGAGRAATTCCTCTTCCAACTGATGTTGATGGAGARARAATTARAA
AGCTAAGTATCAAGATGEGAATACTTGCTGTTEGTTATTCCARRGARATCTCCARATGGGATG
GETAARAGTTGATATTAARCTAATATTCAATARCARATTCAGGTATTGTATTTCATATTAT
TTTTATTGTTTTCTT T TTATTTTGTTTAAARAATTTGTTATTTTTTTATAACTTAGTAATT
GATARAATTATATTTRAAGATCTTTTTITTTGTTTTATCTTTTTAAGATTTTTATATTTCTA
AARARTGACAAARATGARACACCGTCATGCCACGGAGAGGAGATGTATTARAGGATCTTTGA
AGAAATGATAARATATTGATAAAATGGCAAGACCAAAGGTATTCTTTGATATTACTATTG
GAGGTGAAARAGCTGGTAGAATTGTTATGGAACTCTTTAACGATATTGTCCCARAAGACAG
CTGARAACTTCAGATGCCTTTGCACTGGTGARAAGGGTAATGGACTTACCTATAAGGGTT
GTGGATTCCATAGAGTTATTAAGGATTTCATGATTCAAGGAGGTGATTTCACTAGACATA
ATGGAACTGGAGGAAAATCAATTTATGGTACTAAGTTTGCTGATGAAGCTTTCACTGTTA
AACACACTARACCAGGAATGTTATCTATGGCTRAATGCTGGACCARATACTAATGGTTCAC

Figura 6. Secuencia y mapa gendmico de HSP (marcada en azul) y 1a proteina cinasa hipotética que la
precede (marcada en negro), entre éstas se localiza la regién intergénica (marcada en rojo).

Con base en la region intergénica (marcada en rojo) y que va del nucleétido -200
al nucleétido -1, se realizé un andlisis de la secuencia, con el fin de encontrar los

posibles sitios para identificar factores de transcripcion.

Se encontraron varios elementos, pero el que queremos resaltar es el siguiente:

Familia/matriz i:::irm:flén :::siclén Sentido. lﬁ [g.;.'t‘l:ll Secuencia
Heat shock factor

28




En donde, se presenta similitud del 0.926%, con el factor de transcripcion al
chogue térmico de vertebrados, marcado en amarillo en la secuencia, asi como dos
sitios de uniéon a la familia de proteinas activadoras tipo 1, mejor conocidas como AP-1,
cuya secuencia es CTCA, también conocidos como elementos de respuesta a TPA por

una variedad de sefiales extracelulares.

Dentro de la secuencia del posible HSF, se encuentra subrayada la secuencia
consenso de elemento del HSE, cuya secuencia es nGAAn. Cuando este elemento se
presenta repetido, encontrandose de forma cabeza-cabeza, se da una mayor afinidad

en la unién de factor de transcripcion (Caruccio et al., 1997).

En el andlisis de la regidn intergénica, se encontré que el factor de transcripcion
que presenta similitud con dicha regién, esta localizado entre los nucledtidos -160 a -
150. Este factor corresponde al HSF1 de vertebrados y pertenece a la familia de
factores transcripcibnales tipo AP-1. Ademas de interactuar con secuencias

palindrémicas de DNA (Risse et al.. 1989).

Asi mismo, se encontrd entre los nucleétidos -160 a -156 la secuencia consenso
del elemento de respuesta al Choque térmico (HSE), “nGAAn" y dos sitios de unién a
AP-1, “CTCA", el primero entre los nucleétidos -79 a — 76 y el segundo del nucleétido -
122 al -119, lo que nos da la pauta de la influencia de las MAPK en la regulacion
génica, debido a que éstas son cinasa reguladoras de sitios AP-1 (anget, 2004). Por lo
tanto, se puede especular que es en esa regién, donde probablemente se une el HSF
al gen de HSP16Eh (pirkkala et al., 2001).

Condiciones experimentales de los analisis de respuesta transcripcional

Para determinar la respuesta transcripcional de HSP y mediante el empleo de
inhibidores especificos para diferentes vias de sefalizacién presentes en el parasito, se
realizaron ensayos de RT-PCR, que permitiera determinar la expresién del mRNA para
el gene de HSP16.
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En estos ensayos se llevé a cabo la ampiificacion de mensajeros de proteinas
ribosomales del parasito, como controles negativos, asi como la verificacion de las
subunidades ribosomales que determinan la calidad del RNA y como controles
experimentales negativos, se realizd la amplificacidon del RNA sin haber pasado por la
conversion a cDNA. Como un control positivo de reaccion de PCR, se amplifico el gene

previamente clonado en un plasmido bacteriano.

Se obtuvieron resultados para cuatro inhibidores (SB202190, SB203580,
PD98059, 1 — O — hexadecil — 2 — O - metil rac-glicerol) y un activador (TPA) de PKC.

En cada uno de los ensayos se analizaron dos variables diferentes, la presencia

del inhibidor y la influencia del estrés térmico en ausencia y presencia del mismo.
Analisis de MAPKs.

En el siguiente esquema se representa la ruta de MAPK, asi como los puntos de

accién de los inhibidores empleados, marcados por unas flechas.

Para p38MAPK se utilizoé el inhibidor SB202190 el cual impide la activacion de
p38, ésta una vez activada se dirige al nucleo para fosforilar diferentes factores de

transcripcion.

Para p38MAPK y HSP27K se utilizd el SB203580, el cual impide que HSP27K

utilice a p38MAPK como sustrato y fosforile factores de transcripcion.
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Figura 7. Esquema general de sefializaciones para MAPK. Tomado de www.celisignal.com

Estos dos inhibidores a altas concentraciones (mas de 500 nM) provocan muerte

celular.
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Con el inhibidor SB202190, se obtuvieron los resultados siguientes:

e Viabilidad celular.

37° G, sin inhibidor 37° C, a 350 nM

0% v, o o0% muete e
43°C, a 50 nM

43° C. sin inhibidor

0% i, o 0% st e,

Figura 8. Aqui se muestra la viabilidad celular a las diferentes condiciones, 37 y 43° C en ausencia y
presencia del inhibidor.

En lineas celulares de mamifero, Sing et al., en 1999 y Davies et al., en el 2000,
utilizaron concentraciones de 10 pM, ademas de que la Clso recomendada por
Calbiochem para células en cultivo es de 350 nM. Tomandose ésta concentracion
como referencia, se realiz6 una curva de viabilidad celular empleandose las
concentraciones de 50 nM hasta 500 nM, determinandose la concentracion en donde
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se obtiene tanto el 100 % de viabilidad celular, como presencia de RNA mensajero, la

cual correspondié a 100 nM, la cual esta alejada 250 veces de la Clsp recomendada

¢ Inhibicién de RNA mensajeros:

HSP16 __RNAAMPLIF

374337143IC 3743 37143

Inhibidor SB202190 a 100 nM

%2_ %Z 7 2

Figura 9. En el gel se muestran los grupos experimentales HSP16, RNA amplificado. En donde 37 y 43
se refieren a la temperatura de incubacién. La i significa presencia de inhibidor especifico para p38MAPK
(SB202190). EI HSP16 responde a la presencia de inhibidores. En la grafica se muestra la respuesta de
HSP16 tomando como patrén de referencia a las subunidades ribosomales. Todos los experimentos se

realizaron por triplicado y el gel es representativo.
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En este caso, para realizar los analisis estadisticos, se utilizo como patrén de
referencia a las subunidades ribosomales, que en el gel se marcan como RNA. En el
gel, se puede observar que a 37°, la expresién es basal, misma que se induce a 43°,
Se observa un quinto carril en los amplificados correspondientes a HSP16, en cual es
un control positivo de reaccion de PCR. Los amplificados denominados como RNA

amplif, corresponden a los controles negativos.

En lo que respecta a la expresion del RNA mensajero del gene de la sHSP16Eh,
a 37° en presencia del inhibidor, se obtuvo un efecto de activacion con respecto a su
control del 80% y a la temperatura de 43° se obtuvo una inhibicién del 56%, con

respecto a su control en presencia del inhibidor.
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Con el empleo del inhibidor SB203580, se obtuvieron los siguientes resultados:
¢ Viabilidad Celular

7° C, sin inhibidor 37° C, a 600 nM

o Viak muerte cel,
43° C, sin inhibidor 43° C, a 600 nM

Figura 10. En donde se muestra la viabilidad celular tanto a 37, temperatura fisioldgica como a 43°, en
ausencia y presencia del inhibidor.

100% viab. cel.

En este caso, tanto a 37° como a 43° se presenta un 100% de viabilidad
celular. Calbiochem recomienda una Clsg de 600 nM para células en cultivo, por lo que
se tom6 a esta concentracibn como referencia para determinar viabilidad celular en
presencia del inhibidor, obteniéndose muerte celular en ambas temperaturas, ademas
de desintegracion celular completa a 43° C. Por esta razén, se procedié a realizar una

curva de concentraciones que permitiera la viabilidad celular de mas del 95% a 43° asi
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como la obtencidon del RNA mensajero. Dicha concentracion fue de 300 nM, la cual se
aleja de la recomendada.

e Inhibiciobn de RNA mensajeros:

Taie b

ST

TBAAS  TOME T

Inhibidor SB203580 300nM

% DEL CONTROL
o
®

-

37

Figura 11. En el gel se muestran los tres grupos experimentales HSP16, RNA amplificado y las
subunidades ribosomales. En donde 37 y 43 se refieren a la temperatura de incubacion. La i significa
presencia de inhibidor SB203580. El gene de HSP16 responde a la presencia de inhibidores. En la
grafica se muestra la respuesta de HSP16 tomando como patron de referencia las subunidades
ribosomales.
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En este caso, para realizar los analisis estadisticos, se utiliz6 como patrén de
referencia a las subunidades ribosomales, que en el gel se marcan como RNA. En el
gel, se puede observar que a 37°, la expresién es basal, misma que se induce a 43°.
Se observa un quinto carril en los amplificados correspondientes a HSP16, en cual es
un control positivo de reaccion de PCR. Los amplificados denominados como RNA

amplif, corresponden a los controles negativos.

En lo que respecta a la expresion del RNA mensajero del gene de la sHSP16Eh,
a 37° en presencia del inhibidor, se obtuvo un efecto de inhibicion con respecto a su
control del 55% y a la temperatura de 43° en presencia del inhibidor se obtuvo una

inhibicién del 69%, con respecto a su control.

En el caso de lineas celulares de mamiferos, se tiene conocimiento de la
participacién de p38MAPK en la regulacion de la expresion de sHSPs. (Cowan y Storey,
2003). En este caso, ambos inhibidores utilizados convergen en p38MAPK, antes y
después de su entrada al nacleo en forma activa fosforilada, lo que en los resultados se
denota como una inhibicién en la expresiéon del mensajero, nos puede indicar el posible

papel regulatorio de esta via de sefializaciéon en la expresion de la HSP16Eh.
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Para determinar la participacion de la ruta clasica de MAPK, se utilizé el inhibidor
PD98059.

La siguiente figura esquematiza la cascada de MAPK/ERK y el punto donde
actda el inhibidor.

; ﬂ integrins
ALYl = N N
2 . ~— G ECAS FAK U (Rap1 e
t-m.cﬁ E‘ﬁ'& - g v &% S (s ‘é,"“
a?/w Pk ~_ & N
d8rc . EPAG - R’A
{Cr++] iPYKZ ) \$- | Rac
\ L / ED< )
& rec D / @ W
KSR{ c-Raf " ~'" b-Ral a»
(1433 «1aaa
sos Posaoss
ik MEmmﬁ
MP1 l
\
CMNKZ i
¢ -— o
| o { B2 )
| PSORSK
: % - .
//—- \r Erk122 ) -
.  MKP-1 .
r"‘Enmz ] '

/5%7” P o

n fcred) ((sar) €‘N’°“ 'f"’”"@ E"} e €& & w

Figura 12. Esquema general para |a ruta de sefializacion de ERKSs, en donde PD88059, inhibe la
activacion de éstas. Tomado de www.cellsignal.com

Aqui, el inhibidor evita la activacién de las cinasas tipo ERK 1 y 2, las cuales,
una vez activadas se dirigen al ntcleo para llevar a cabo la fosforilacién de factores de
transcripcion.
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Para el inhibidor PD98059, se obtuvieron los siguientes resuitados:

o Viabilidad celular.

37° C, sin inhibidor

7°C,a10 icroM

100% viab. cel,
43° C, sin inhibidor

00% vab.

Figura 13. En donde se muestra, la tincién de viabilidad celular, con azul de tripano. A 37°y 43°, en
ausencia y presencia del inhibidor.

Para este inhibidor, Dudley et al., en 1995, determinaron su actividad a 10
HM, en lineas celulares de mamifero, por lo que se utilizé esta concentracidon para
realizar ensayos de viabilidad en amiba. En donde se da una muerte celular a 37°y a
43°, disgregacion celular, por lo que se dice que es dependiente de la concentracion y
de la presencia del estrés témmico. Mediante la realizacion de una curva de
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concentraciones desde 1 a 10 uM y determinandose la toxicidad de las mismas, por
medio de ensayos de viabilidad celular, se encontré que, este inhibidor a altas
concentraciones (mas de 5 puM), provoca muerte celular, por lo que se disminuyé la
concentracion del inhibidor, para obtener RNA mensajero. La concentracién final
empleada fue de 1 pM. Dicha concentracion se encuentra cercana a la Clsy reportada

por Calbiochem para este inhibidor, la cual es de 2 yM para células en cultivo.

¢ Inhibicibn de RNA mensajero.

BT TOTGC TV T

Inhibidor MEK a 1 microM

Figura 14. En el gel se muestran los tres grupos experimentales HSP16, RNA amplificado y

ARN ribosomal. En donde 37 y 43 se refieren a la temperatura de incubacién. La i significa

presencia de inhibidor especifico para MEK (PD98059). El HSP16 responde a la presencia
de inhibidores. Los Ribosomales no 1o hacen. En la grafica se muestra la respuesta de

HSP16 tomando como patron de referencia Ribosomales {contro} negativo).
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Para el analisis de la ruta clasica de MAPKs se empled el inhibidor PD88059.
Las proteinas de esta ruta estan presente en E. histolytica y se les denomina p42 y

p44MAPK, respectivamente (pPerez et al., 1996).

En este caso, en el gel se observan las subunidades ribosomales, los
amplificados del gene de HSP16, un quinto carril del amplificado de HSP16 el cual
corresponde a un control experimental de PCR, lo que se denomina como RNA amplif
corresponde al RNA amplificado sin pasar por la conversion a cDNA, a estas muestras
se le consideraron controles negativos y los amplificados de la subunidad pequefia

ribosomal de E. histolytica el cual se considera como un constitutivo.

Para el analisis estadistico se normalizaron los valores densitométricos de
HSP16, tomandose como referencia a la amplificaciéon de la subunidad pequefa 18S, a
37° se observo una activacién del 20% con respecto a su control y a la temperatura de
43° en presencia del inhibidor se observé un efecto de inhibicion del 189% con respecto

a su control.
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Analisis de PKC

Para la via de sefalizacién de PKC, la cual se representa en la figura 15, el
esquema posterior, se utilizé el inhibidor 1 — O — hexadecil — 2 — O - metil rac-glicerol, el

cual es un analogo del diacilglicerol.

¢senalreceptor unido

a proteinas G

S5 fosforilacidn
)\ ™ de factores
de
trangcripeion

1 —0 —hexadecil — 2 —o metil rac - glicerol

Figura 15. Esquema general de sefializaciones para PKC, en donde, el inhibidor actia impidiendo su
unién a membrana y posterior activacion.
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Para el inhibidor de PKC, se obtuvieron los siguientes resultados:

¢ Inhibicion de RNA mensajero.

JRMG JOI4L TRIG JRIN4

Inhibidor de PKC a 80 microM

V/

o

o

]
S5 S (U |

% %

. \\
N

Figura 16: En el gel se muestran los tres grupos experimentales HSP16, RNA ampiificado y ARN
ribosomal. En donde 37 y 43 se refieren a la temperatura de incubacion. La i significa presencia de
inhibidor especilfico para PKC (1 — O — hexadecil — 2 — 0 - metil rac-glicerol). El HSP16 responde a la
presencia de inhibidores. Los Ribosomales no lo hacen. En la grafica se muestra la respuesta de HSP16

tomando como patrén de referencia el amplificado de la subunidad pequefia ribosomal de Entamoeba.
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En este caso, para determinar la concentraciéon 6ptima, se realizaron ensayos de
viabilidad celular. Para esto se tom6 como referencia y a la vez como concentracion
intermedia de una curva de concentraciones, a la Clsp para éste inhibidor, segun
Calbiochem, la cual es de 80 pM. Como concentraciéon final obtenida

experimentalmente se utilizé 80 pM, siendo la misma que la ICso reportada.

En el gel se muestra la calidad del RNA determinada por las subunidades
ribosomaies, el amplificado del gene de HSP16, el RNA amplificado el cual consiste en
RNA sin ser convertido a cDNA, considerandose a éstos como controles negativos y la
amplificacion de la subunidad pequena ribosomal de Entamoeba, lo cual se considera

como un constitutivo.

Una vez obtenidos los valores densitométricos de los amplificados, se
normalizaron los datos tomandose como referencia a los amplificados de ia subunidad
pequena ribosomal, en el gen de nominados como “Ribosom” para la posterior
obtencién de la grafica en base al por ciento del control, el gel y la grafica se presentan
en la Figura 186.

Para el caso de inhibidor de PKC, el cual es un andlogo del diacilglicerol e
impide fa unién de PKC a la membrana para su posterior activacion. A la temperatura
de 37° C se da una expresion basal, la cual se induce a la temperatura de 43° en
ausencia del inhibidor. A la temperatura de 37° C en presencia del inhibidor, se da una
activacion del 320% con respecto a su control. En lo que respecta a los resultados
obtenidos a la temperatura de 43° C, se da una inhibicién del 60%, con respecio a su

control.



De igual manera, para el andlisis del efecto de PKC sobre la transcripcion del

gen, se utilizé TPA, que es un activador general.

Ademas el analisis de TPA, nos pemmitird especular sobre la posibie presencia

de elementos reguladores de la respuesta transcripcional, como es el elemento de
respuesta a TPA (TRE) (ange!. 2004).

Para el activador TPA, se tienen los siguientes resuitados:

e Inhibicién de RNA mensajero.

P16 RNAAMPLIF RIBOSOMALES

VRN AT TRTG T8MG

Activador de PKC

1.8 5

1.6 4

0.2 -

% del control

37 43 a7a 43a

Figura 17; En el gel se muestran los grupos experimentales HSP16, RNA amplificado y ARN ribosomal.
En donde 37 y 43 se refieren a la temperatura de incubacién. La a significa presencia de activador para
PKC (TPA). EI HSP16 responde 2 I2 presencia de inhibidores. Los Ribosomales no lo hacen. En la

gréfica se muestra Ila respuesta de HSP 16 tomando como patrén de referencia Ribosornales.
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Para el caso del activador general de PKC denominado TPA el cual es un
derivado de ésteres de forbol, se realizé una curva de viabilidad a diferentes
concentraciones 1nM, 10nM 100nM y 1uM (sugeridas por la Dra. Marina Macias, IFC,
UNAM), obteniéndose muerte celular a todas estas concentraciones por o que se
disminuyeron las concentraciones a 0.5nM 5nM 50nM y 500nM presentandose

viabilidad celular del 100% Unicamente a la concentraciéon de 0.5nm.

En el gel se muestra la calidad del RNA determinada por las subunidades
ribosomales, el amplificado del gene de HSP 16, el RNA amplificado el cual consiste en
RNA sin ser convertido a cDNA, considerandose a éstos como controles negativos y la
amplificacion de la subunidad pequena ribosomal de Entamoeba, lo cual se considera

como un constitutivo.

Una vez obtenidos los valores densitométricos para los amplificados de HSP16,
se normalizaron los datos tomandose como patrén de referencia a los amplificados de
la subunidad pequena ribosomal, denominados en el gel como “Ribosom”. La grafica
que se presenta en la Figura 17 se realizé en base al por ciento del control de los datos

normalizados.

En el caso de TPA se observa una inhibicién a 37° C del 60%, cuando esta en
presencia del activador, con respecto del control. En estado de estrés a 43° C en
presencia del activador, se observa una inhibicién del 31% con respecto al control. En
este caso se esperaba un resultado donde se presentara un efecto activador a 43° C, lo
que se correlacionaria con el resultado anteriormente obtenido de inhibiciéon para la ruta
de PKC.
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Analisis global del efecto transcripcional

De forma alternativa y con el fin de evitar la variabilidad en Ia expresién del
mRNA de HSP16Eh provocada por la variabilidad de un cultivo a otro, se realizé un
experimento en el que se utilizd un mismo lote de amibas y en él se probaron todos los

inhibidores.

Al momento de cuantificar los valores densitométricos, se fijaron los valores a
37° y 43° Obteniéndose la grafica de la Figura 17. En esta figura, se presenta una
muestra a 37° en ausencia de inhibidores, que se considera como control, una muestra
a 37° en presencia de DMSO al 100%, el cual es el diluyente de los inhibidores, esto
para verificar que el resultado de inhibicion sea debido al compuesto y no al diluyente y
una muestra a 43° en ausencia del inhibidor a la cual se considera como control de
estrés témmico, ademas de cada uno de los inhibidores empleados tanto a Ia

temperatura de 37° como a 43°.
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Efecto transcripcional sobre HSP16 de inhibidores
de proteinas cinasas
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Figura 18. Gréfica en la que se analizan todos los inhibidores, en un mismo lote de amibas para evitar
variabilidad de datos dados por el parasito. En é&ste caso, el experimento fue realizado por duplicado y la

grafica representa el promedio de los datos normalizados en por ciento del control
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Resimen de resultados.

Inhibidor |Via de | Concentracién | 37°, |43° 37 43
senal. experimental |act o|% global | global
Afectada inh inhibicion | act inh
(%)
SB203580 | p38MAPK | 300 nM 55 69 inh 216 66 inh | §
y inh act
HSP27K
SB202190 | p38MAPK | 100 nM 80 56 inh
act
PD98059 ERK 12 |1uM 20 19 inh 133 39 inh
cinasas act act
1-0— PKC 80 uM 320 |60inh 0.76 | 35inh
Hexadecyl- act
rac—
glycerol
TPA (act) | PKC 0.5 nM 60 31inh 0.26 |57 inh
inh

Tabla 2. Analisis comparativo de los diferentes ensayos, tanto global como de forma individual,

empleando los inhibidores de proteinas cinasas.

Al comparar el porcentaje de inhibicion en la expresién del mRNA, durante el

estrés térmico, en los ensayos individuales para cada inhibidor empleado y en el

ensayo global, se tiene que los resultados mas consistentes se presentan en lo que

respecta a la via de p38MAPK.
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DISCUSION

La respuesta al choque térmico, provocada por un incremento en la temperatura,
es ampliamente usado como un sistema modelo para estudiar el impacto del estrés en

sistemas biologicos.

Dicha respuesta, no sélo permite conocer la manera de activacién transcripcional
de los genes HSP, sino que a su vez ofrece una manera ideal para entender el
comportamiento molecular que llevan a cabo las células, cuando se les expone a
diferentes tipos de estrés. De igual manera, es una herramienta para entender los
procesos moleculares que se dan en las respuestas gendmicas inducibles, siendo ésta

altamente conservada a nivel filogenético.

Los genes que codifican para HSPs, se encuentran entre los mas altamente
conservados, con representantes de distintas especies, tanto procariontes como

eucariontes, presentando una identidad del 50% (Morimoto et al., 1992).

En este trabajo, se intent6 delimitar los procesos moleculares de activacion

transcripcional y regulacién génica para HSP16Eh.

Entamoeba es un organismo con caracteristicas similares a organismos como
Saccharomyces en el cual se tienen mejor documentados los procesos de regulacién

génica y se puede tomar como referencia.

En Saccharomyces cerevisiae, HSF se une al DNA cuando éste es fosforilado en
respuesta al estrés térmico con un incremento en la actividad transcripcional (Hashikawa y
sakurai, 2004). LOs resultados obtenidos sugieren que en el caso de la amiba pueda ocurrir
lo mismo. EIl estrés térmico es censado por la membrana celular, la cual cambia su
fluidez, Estos cambios provocan una cascada de reacciones encabezadas por
segundos mensajeros, entre los que se encuentran el fosfatidil inositol bifosfato (PIPy) y
el diacilglicerol (Jenkins 2003). Las cascadas de reacciones culminan en la activacion de
proteinas cinasas, las cuales van a activar al factor de transcripcion al choque térmico

(HSF), que se va a unir a secuencias tipo HSE, que son elementos de respuesta al
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choque témmico, de la HSP correspondiente, en nuestro caso, a la HSP16Eh, para

llevar a cabo su activacion transcripcional.

Desde el punto de vista evolutivo, no se esperaria encontrar una similitud entre
el HSF1 de vertebrados y el posible de amiba, dada la lejania filogenética, sin embargo,
en este trabajo esto fue observado, lo que indica que la respuesta al choque térmico y
algunos elementos reguladores involucrados en la misma son altamente conservados
entre los diferentes organismos.

Entre las proteinas cinasas que son activadas por diversos tipos de estrés
fisiologico, estan las MAPK, las cuales presenta diferentes tipos, como son: ERK, p38 y
JNK. En levaduras, se presenta un tipo de MAPK, la cual es regulada por PKC y
activada cuando se presentan condiciones de estrés en la pared celular, como es el
choque témico. Esta via es equivalente a p38MAPK de mamiferos (Eiion, 2004).
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Figura 19. En donde se esquematiza la via de p38 y el paso de translocacién al nicleo, donde fosforila
diversos factores de transcripcién. Tomado de www.cellsignal.com

La ruta de p38MAPK es activada por citocinas inflamatorias y por exposicion a
estrés ambiental, en donde, miembros de la familia de GTPasas pequeiias, del tipo
Rho son mediadores criticos de la actividad de dicha cinasas (pavis, 2004). En
Entamoeba, existe una GTPasa pequefia tipo Rho, la cual forma parte de la
superfamilia Ras, debido a que su nombre se deriva de “Ras homologia” la cual es una

GTPasa unida a membrana mediante una cola de lipidos isoprenoides (Lohia y Samuelson,
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1993; Sitaramaya, 1999). Rho, en la amiba, interviene en procesos como la regulacién de vias
de sefalizacidbn necesarias en la patogeneicidad, los cudles incluyen citdlisis,
destruccion de monocapas y regulacion del crecimiento (Godboid y Mann, 2000). Nuestros
resultados sugieren que la via de p38MAPK influye en la activacién del gen de la
HSP16Eh.

En nuestros resultados, se observa una disminucién en la expresiéon del mRNA
de HSP16Eh en presencia de TPA. A su vez, en la region intergénica, se presentan dos
sitios de unién a factores tipo AP-1 y a estas regiones también se les llama elementos
de respuesta a TPA (angel 2004). En este caso cabe mencionar que existen diferentes
isoformas de PKC y realizando una revisién en el genoma de Enfamoeba, no se ha
encontrado cuales de ellas se presentan en E. histolytica (wwwiiarorg). NO obstante, E.
histolytica, presenta una PKC que fosforila a la Histona | en presencia de calcio,
fosfolipidos y diacilglicerol, misma que en este trabajo y mediante el empleo del
inhibidor correspondiente presenta un efecto de disminucion en la expresion del mRNA
de HSP16 (be meester et al,, 1990). EI TPA es un competidor que presenta estructura similar
al diacilglicerol, por lo que estaria tomando funciones de co-represor, que al unirse a la
PKC, evita que ésta lleve a cabo la fosforilacion del HSF regulando la expresion del

gene de forma negativa.

La actividad de HSF es regulada por fosforilacion reversible en mdltiples sitios.
Algunas cinasas son incluidas en esta regulacién, incluyendo Akt, ERK y JNK (Gabai y
shemman, 2002). En este caso, los resultados sugieren que las cinasas tipo ERK pueden
estar entre las responsables de la fosforilacion. Como se puede observar, al utilizarse
el inhibidor PD98059, el cual es especifico para cinasa del tipo ERK. En presencia del
mismo y al aplicarse un choque térmico a las células en incubaciéon, se observa una

disminucién en la expresion del mMRNA de HSP16Eh.

De igual manera, la cinasa ERK interacciona rio arriba de la cascada con Raf1,
que es la cinasa activadora de ERK. Raf es activada de dos maneras, tanto Ras
dependiente como Ras independiente (sasai et al., 2003). Esta proteina cinasa, Raf1, es
regulada a través de la interaccion de Ras-GTP asociado a membrana. Entre los

mecanismos de activacion, se presentan PKC — dependientes y PKC — independientes.
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Existe evidencia de la intervencidén de PKC en la activacion de Raf, al emplearse en ello
a activadores tumorales del tipo ésteres de forbol. Un tratamiento prolongado con estas
sustancias, lleva a una rapida activacion de p42 MAPK, en muchos tipos celulares.
También existe la evidencia de que PKCe y PKCa pueden activar a Raf (schonwasser et al.,

1998, Nollen y Morimoto, 2002).

En este trabajo, los resultados sugieren dos tipos de activacion para el HSF.
Esto debido a que los resultados consistentes en cuanto a inhibicidén en la expresién del
mRNA de HSP16Eh, se presenta en las vias de senalizacion de p38MAPK y ERK. Por
lo que se tomaron en cuenta estas dos vias para la formulacidén de posibles cascadas

de senalizacion.

Por un lado el HSF esta siendo fosforilado por MAPK del tipo p38, esto debido al
empleo del inhibidor especifico para esta cinasa, SB203580 o SB202190, en presencia
de estrés térmico. Esta, a su vez puede estar siendo activada por la presencia de una
GTPasa pequefia, Rho o Ras, la cual tiene tres proteinas efectoras entre las que se
encuentra la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K), la cual puede activar a Rac, éste a su

vez, activa a p21 proteina cinasa activada (PAK) que fosforila a p38MAPK (Bornfeldt, 2000).

Por otro lado, el HSF esta siendo activado por cinasas del tipo ERK, las cuales
son activadas por Raf. De igual manera, y de acuerdo a los resultados obtenidos con el
inhibidor de PKC, se puede especular que, la activaciéon de Raf esta siendo PKC
dependiente. Como el inhibidor empleado actua sobre las isoformas dependientes de
diacil glicerol y existe evidencia en reportes anteriores que PKCe y PKCa son
activadoras de Raf, se puede especular que una de estas dos isoformas esta actuando
en la cascada que lleva a la activacion de las ERK y estas a su vez a la fosforilacion de
HSF. Adn no se puede elucidar si Ras se esta uniendo a Raf para formar el complejo
activador de ERKs.

Lo que nos lleva a la formulacién del siguiente esquema de sefalizaciores para
el gen de HSP16Eh, en donde se da una activacion dual, mediante la activacion de
ERK cinasas y p38MAPKs. Donde el HSF, requiere estar en forma de tetramero para

unirse a la secuencia NnGAAN del elemento de respuesta a estrés térmico.
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Figura 20. Esquema propuesto para la activacion de HSP16Eh, mediante fosforilacion del HSF
por parte de p38MAPK y ERK

No se han encontrado reportes de estudio realizados en parasitos donde se
correlacione la regulacion génica de HSP con el analisis molecular de MAPK, sin

embargo Su y Wellems, 1994, Garlapati et al., 1999 consideran que MAPKs intervienen
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en procesos de modulacién del estrés térmico lo que se corrobora con los resultados
obtenidos en el presente estudio. Asi mismo, MAPKSs intervienen en la regulacion de la
interaccion parasito-hospedero, en el caso de Toxoplasma gondii (Roissin et al., 2000). Esto
nos da lugar a especular con la posibilidad, de que en el caso de E. histolytica, estas
vias intervengan en la regulacion de HSP, al cambiar el parasito de micro habitats

durante su ciclo de vida dentro del hospedero.

Asi mismo, en este trabajo, se determin6é que el parasito identifica un estrés
quimico y activar los genes de respuesta inmediata como los HSP, lo cual se observa
al presentarse una activacion de la expresion del mRNA de HSP16Eh, en ausencia del
estrés térmico (37°C) pero en presencia de inhibidores de proteinas cinasas. No
podemos decir de manera certera a que se deba esta activacion, la cual, no se da en
todos los casos de inhibicion de proteinas cinasas al utilizar diferentes lotes de amibas
y se da en todos los casos cuando se utilizé un mismo lote de amibas para el analisis

simultaneo de los inhibidores.

HSP16 es importante en E. histolytica, porque para completar su ciclo de vida
tiene que pasar por diferentes circunstancias, como lo es el paso por diferentes
6rganos dentro del hospedero, la formacion del quiste y la sobrevivencia del mismo en
ambientes hostiles. Es muy dificil que se den de manera fisiolégica las temperaturas
utilizadas en este trabajo (43° C), sin embargo, el estrés celular no sélo puede ser
térmico y este gen puede ser activado por otras maneras, como el cambio de pH al
paso por el estbmago, o bien, en la ruta invasiva para la formacién del absceso

hepatico amibiano.
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CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que:

e La activacion de la expresion génica de HSP16Eh, pueda estar siendo

llevada a cabo de forma dual por MAPK del tipo p38 y ERK.

e La activacion de la via de PKC regula de forma negativa la expresion
génica de HSP16Eh.

PERSPECTIVAS

o Determinar el efecto de diferentes concentraciones de pH y presencia de sales
biliares en el medio, sobre el crecimiento de E. histolytica y la expresion del gene
de HSP16.

e Bloquear la actividad génica de HSP16 en amibas transfectadas, para
determinar otro tipo de funciones de ésta proteina en el metabolismo del

parasito.

e Determinar [a presencia de copias génicas de HSP16.

e Determinar la presencia de isoformas de HSP16 a nivel de proteina, mediante

electroforesis bidimensional.
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