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RESUMEN

La amibiasis es un padecimiento que afecta al 12 % de la
poblacion mundial, presentandose con distinta severidad de un paciente a
otro, lo que hizo pensar en la participacion de agentes patégenos
diferentes, que si bien pertenecian al mismo género y especie, eran cepas
que mostraban un comportamiento diferente en relacion a su
patogenicidad y virulencia. Los estudios realizados a la fecha han
permitido clasificar a Entamoeba histolytica como “patégena” y como
“no patogena”, en funcion de sus patrones enzimaticos. Actualmente a la

- cepa no patogena se le designa como Entamoeba dispar. Sin embargo, se
- presento una gran controversia en relacion a esta clasificacion, ya que un

grupo de investigacion presento resultados que apuntaban hacia la
conversion de E. dispar a E. histolytica dependiendo de las condiciones -
del microambiente que rodeaban a este parasito. Los estudios de la
organizacion genética de este organismo, a través de técnicas de blologla

~ molecular, permitieron aislar genes que codificaban para ARNT, que por |

1a naturaleza de su funci6n se convirtieron en herramientas muy
importantes no solo para realizar estudios evolutivos y buscar las

‘relaciones filogenéticas entre especies, sino que también permitieron

generar metodologia diagndstica mas especifica, y que vino a esclarecer

la ambxguedad comentada anteriormente. En este trabajo presentamos -

datos acerca del 60.3 % de la secuencia del ARNr 18S de la subunidad
menor de los ribosomas de E. h:stolyttca HM1: IMSS, que es una cepa

~ aislada en nuestro Pais y que ha sido utilizada mundialmente como control
 de patogenicidad en diferentes estudios de amibiasis. Por otro lado
-tamblén presentamos la secuencia parcial de un gene que codifica para la |
‘enzima piruvato, ortofosfato dicinasa, que es una enzima central enel
 metabolismo de carbohidratos de este organismo. ‘Estos genes podrian
~ ayudar en el futuro a generar nuevas herramientas de interés no solo en el
- dlagnostlco Sino tamblen de nuevas estrateglas terapeutlcds
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ABSTRACT
Amebiasis 1s an illness that affects 12 % of the world

population. The infection can range from mild asymptomatic to severe
dysenteric disease. This difference in behavior suggested the presence of
different pathogenic agents, perhaps belonging to different species.
Current research considering isoenzymatic patterns (zymodemes) permits
the classification of Entamoeba histolytica into “pathogenic” and “non
pathogenic” strains, However this classification began a great controversy

| _because a few research groups obtamed results that showed conversion of
a “non pathogenic” strain into a “pathogenic” strain, by varying the
“micro-environment around of the parasites. Recent studies of genetic

organization of E. histolytica using molecular biology techniques have

- found differences at the nucleic acid level between “pathogenic” and “non -

pathogenic” strains. These results suggest that there are indeed two -

“species and “non pathogenic” E. htstolyttca has been renamed . dispar.
Some of the genes that show differences are the genes encodmg rRNA

These molecules have become unportant tools for investigation of
phylogenetxc relationships between species and in development of

'dlagnostlo methods. Here, we show results that include about the 60 3 %

of the sequence of 18S rRNA of the small subumt of the nbosomes of E. .
h:stolynca HM1: IMSS. This strain was isolated in Mexico have been

~used all over the world as a standard for pathogemc behavior in ameblams SO

. studles We also show a pamal sequence of the gene enoodmg the e

~ pyruvate, orthophosphate dikinase, an enzyme that playsa central role m S

~ the carbohydrate metabolism of this parasite. In the future, these genes
~ could generate new mterestmg tools for dnagnostlc methodology and
- g_modem therapeutlo strategles - »
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I. INTRODUCCION

La amibiasis es una enfermedad infecciosa (endémica) en
paises subdesarrollados, que no cuentan con educacion ni con servicios
publicos de drenaje y alcantarillado. El agente etiologico de este
padecimiento es el protozoario Entamoeba histolytica. Su ciclo vital
incluye dos fases: el trofozoito y el quiste. Este iltimo es considerado la
forma infecciosa. |

Existen muchas revisiones sobre diversos aspectos de la
biologia y biomedicina de Entamoeba histolytica (Albach, R. A:, 1989;

‘Bruckner, D. A, 1992; Petri, W. A. Ir., 1990; Reed, S. L., 1992;

Horstmann, R. D et. al., 1992; Walsh, J 1986). En esta primera parte el
trabajo se enfocara a revisar algunos antecedentes histdricos, la |
importancia de la amibiasis como problema de salud piblica y la blologla
celular de E. histolytica, profundizando en los conocimientos actuales de |
su material genético, alguna metodologia para estudiar el 4cido |
desoxirribonucleico (ADN) y el acido ribonucleico (ARN) y la utlhzaclon |
de esta informacion con ﬁnes dlagnéstlcos |

I 1 Antecedentes hlsténcos ~
~ Lapnmera descnpcnon de Entamoeba htstolynca Ia reahzo :
Losh en 1875 al analizar la materia fecal de pacientes que tenian

- disenteria crénica en San Petersburgo, Rusia y observar la forma de

~ trofozoito. Ongmalmente la denomin Ameba coli,y para demostrar que
~ efectivamente se trataba del agente causal del padecnmento reprodujo los
postulados de Koch al alimentar un perro con heces mfectadas Aunsin
embargo no logro mimetizar el cuadro clinico que se presenta en humanos'_ L
~ (Bruckner, 1992). La observacién de la forma quistica de E. histolyticala

efectuaron Qumcke and Roos en 1893.La descnpclon de las ewdenclas
clinicas y patoléglcas entre la asociacion de E. histolyticaconla

~ disenteria y el abceso hepatico la hicieron Councilman and LaFleuren =~
1895, Schaudinn le acuii6 el nombre de Entamoeba htstolytwa en 1903 y .
- la dlferenclé de Entamoeba coh (I(ean et. al. 1978)

Probablemente los | primeros experimentos controlados usando | |

| como agente infeccioso a F. hrstolyttca los realizaron en las Flhpmas
‘Cuando se inocularon prisioneros se hicieron las mgmentus e

observaclones 1. La infeccion ocurria por quistes, no por trotozoxtos 2

~ Los portadores asintomaticos eran probablemente los reservorios y los
| responsables dela transm151on 3 Habna dlferenmas entre los mdmcluos
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para sufrir la enfermedad.4. Existian diferencias en la virulencia de las
cepas (Walker and Sellards, 1913).

Los primeros en cultivar exitosamente a E. histolytica, usando
el medio de huevo de Locke fueron Boeck and Drbohlav en 1925. Otros
medios usados para cultivar cepas patogenas fueron reportados
posteriormente (Balamuth, 1946; Jones, 1946, Robinson, 1968). Sin
embargo, el primer cultivo axénico lo logré Diamond en 1961.

1.2 Importancia de Ia amibiasis

Guerrant en 1986 estimo que el 12 % de 1a poblacion mundial
estaba infectada por E. histolytica y que la mortalidad anual era de 40,000
a 110,000 personas. La prevalencia de la infeccion diferia de una region a
otra, asi como la severidad de la enfermedad de un paciente a otro. Estas
diferencias en prevalencia a menudo dependian de los métodos de
deteccion usados y del niimero de muestras de materia fecal analizadas.
Walsh en 1986 encontré que alrededor del 10 % de las personas
infectadas cada afio mostraban sintomas clinicos. De los 48 millones de
personas con sintomas clinicos, del 80 al 90 % tenian sintomas |

'relacionados con la mucosa intestinal ; y solo del 2 al 20 % de la |
- poblacidn con sintomas clinicos presentaban lesiones diferentes a la de.1a

mucosa intestinal. Por otro lado es poco frecuente encontrar evidencias de
recurrencia de colitis invasiva o abceso amibiano. de Leon en 1970

| ’momtoreo mas de 1000 paclente,s con abceso h_epatlco amﬂnano por 5

ailos y encontrd una recurrencia de 0.29 %.
Se observo que la principal via de contammamén eran la

‘ingesta de alimentos y agua contaminados con quistes de E. h:smlyttca

provenientes de heces humanas. La transmisién de E. htstolyt:ca por agua |

es comun en ciudades de paises pobres donde el agua no es trataday

utilizan a la materia fecal como fertilizante (Markell et. al., 1986)
Se encontrd que la amibiasis solo es produclda por los quistes

. Y que su viabilidad de aproximadamente 3 meses podia ser modificada
por las condiciones amblentales Los quistes viables en agua pueden ser

destruldos por clorinacion o iodinacién (Kahn and Visscher, 197 5)

Los grupos de alto nesgo reconocidos incluyen a wajeros
inmigrantes, trabajadores migrantes, individuos 1 mmtmocomg romgtidos,
enfermos de instituciones mentales y hombres homosexuales activos
(Allason-Jones, et. al., 1986).
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1.3 Ciclo vital
El ciclo vital de E. histolytica en humanos no se conoce
completo hasta la fecha. describiéndose solo dos fases: trofozoito y
quiste. Los estudios que existen corresponden al ciclo de una cepa de .
histolytica aislada de un mono (Macaca sinicus) que incluyen las fases
de: trofozoito, prequiste, quiste, metaquiste y trofozoito metaquistico,
(Dobell, C., 1928).

1.3.1 Trofozoito

El tamafio de los trofozoitos varia de 12 a 60 uym de dla;metro
con formas mas grandes en tejidos y formas mas pequeiias en portadores
asintomaticos (Guerrant, 1986). Las formas més grandes en tejidos
podrian ser el resultado de una actividad celular incrementada, como se
observo con el aumento de ADN y ARN (Mackenstedt, et. al., 1990). El

trofozoito puede poseer uno o varios nicleos y carece de organelos tales

como mitocondria, aparato de Golgi, reticulo endoplésmmo y un
citoesqueleto bien deﬁmdo ,

I 3.2 Prequiste

En esta etapa. el trofozoito se convierte al mlsmo tamatio del
quiste aproxnnadamente se eliminan los restos de mcluswnes
alimenticias, se observan deposuos difusos de glucogeno y cuerpos
cromatoides ocasionales. El cuerpo cromatoide est compuesto de

~ ribosomas, pero su papel funcional es desconocido (Markell, E. K.,
1986). La forma prequistica es uninucleada y el nucleo alargado contlene' |

un canosoma que €s mas o menos excentnco |

1.3.3 Qunste o - .
La pared quistica se desarrolla alrededor dela forma

prequistica, y el iinico micleo se divide para formar ésta fase

cuadrinucleada. Generalmente, el gludgeno y el matenal cromatmde |
desaparecen conforme madm‘a el quiste. En preparaciones frescas el

~ quiste es de forma redondeada 0 hgeramente oval y contienen cuatro
- micleos. La membrana nuclear esta umformemente remarcada por la

cromatina condensada penfencamente El cariosoma es pequeﬁo y
generalmente se localiza en el centro del nicleo. El diametro de los o

“quistes varia de 8. 5a 19 um
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1.3.4. Metaquiste

Durante el proceso de transformacion del quiste a metaquiste,
la amiba enquistada se vuelve muy activa, separandose de la pared
quistica. La amiba cuadrinucleada escapa de la pared quistica a través de
ui poro pequeiio.

1.3.5 Trofozoito metaquistico

Una vez fuera del quiste la amiba se divide para dar lugar a 8
trofozoitos metaquisticos uninucleados. Los trofozoitos resultantes son
mas pequefios (8 um) que los observados en el intestino de un humano
infectado. El trofozoito metaquistico contintia alimentandose y creciendo
hasta alcanzar el tamafio del trofozoito adulto.

1.4 ADN de Entamoeba histolytica

Los estudios de microscopia mostraron que E.histolytica era
un eucarionte primitivo, ya que como se menciond antes carecia de un
citoesqueleto estructurado y microtiibulos citoplasmaticos, aparato de
Golgi, reticulo endoplasmico y lisosomas tipicos. De hecho el anico
organelo eucaridntico caracteristico era el nicleo (Martinez S
Palomo,1982;1986). Los componentes nucleares de este parasito teman
una distribucion diferente de la configuracion nuclear usual de celulas |
eucarionticas. El material nuclear se observé como una pequeﬁa masa
esférica, de alrededor de 0.5 pm de diametro que se localizaba cerca del
centro del nucleoplasma. La denominada cromatina penfénca se encontrd
alrededor de la membrana nuclear y erarica en ARN (Martmez Palomo,
1982; Albach et. al., 1980) Se ha propuesto que la cromatina penfenca |
es la contraparte del nucléolo eucariontico (Albach, et al., 1980). -

- La cromatina en la mayoria de células eucarionticas esta

~ organizada en nucleosomas. El nucleosoma es un complejo fonnado por
~ un octamero de las histonas H2A, H2B, H3 'y H4 con 160 pares de bases
(bp) de ADN enrolladas alrededor del niicleo proteico. La presenciade
‘estas proteinas basicas y su funcién en la compactacion del ADN, podria
ser un paso evolutlvo importante en la orgamzacxén del matenal o

genomlco |
E. h:stolyt:ca mostrd una orgamzaclon de st matenal genetxco
en forma de partnculas que semejaban la estructura de los nucleosomas.

Sin embargo las proteinas basicas que se encontraron asociadas al ADN

eran dlferentes alas hlstonas conocidas hasta ahora. Asnmsmo se observo '
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que las regiones transcritas activamente eran sensibles a la nucleasa
micrococal (Torres Guerrrero, et. al., 1991).

Por otro lado se observo poliploidia, que se evidencié por un
micleo gigante, seguido por segregacion de la cromatina en nicleos mas
pequeiios. Estos se generaron por gemacion y por produccion de
policariones de diferente tamaifio. La ausencia de citocinesis era la causa
de 1a produccion de policariones con una velocidad asincronica de
division celular y nuclear (Byers, 1986; Marquez-Monter, et.al., 1990).

La cantidad de ADN en trofozoitos de E. histolytica cultivada
axénicamente mostro una gran fluctuacion, que se explico por ligeros
cambios en ploidia, heterogeneidad gendmica y diferencia en el grado de
sincronia de los cultivos (Lopez- Revilla, 1978).

El ADN de E. histolytica HM 1: IMSS se encuentra
fuertemente asociado a una gran cantidad de carbohidratos que dificultan
su purificacion. El ADN no digerido migra como una amplia banda entre
los marcadores de 6 y 24 kilobases (kb) (Perez-Mutul, et. al., 1986).

En E. histolytica como en otros eucariontes los genes que
codifican para ARN ribosomal (ARNr) se encuentran altamente repetidos

‘(Long and Dawid, 1980). Se propuso que estas secuencias altamente
- repetitivas, que muestran un gran pohmorﬁsmo evidenciado con enzimas

de restriccion, podrian ser de utilidad para diferenciar a E. histolytica de
otras Entamoebas.(Bhattacharya, et. al., 1988). Existen reportes que
cepas de E. histolytica con zimodemos “patégenos” (P) contienen

~ secuencias repetidas de 145 pares de bases (bp), mientras que las amibas

que muestran un zimodemo “no patégeno” (NP) es de 133 bp (Garfinkel,
et. al., 1989; Samuelson, et. al., 1989). Estas secuencias d¢e ADN
altamente repetitivo se locahzaron en circulos extracromosomales y se
encontrd que codificaban para ARNren E. hlstolytlca Esto parece ser una -
caracteristica comin entre eucanontes mfenores (Bhattacharya, et. al
1989) | |
| Los anélisis de mapas de restriccion fueron con51stentes con
una molécula circular, con un tamaiio de 24. 6 pares de kb. La digestion
con la nucleasa BAL 31 proporciono evidencia adicional de la naturaleza
circular de este ADN. La molécula de ADN ribosomal (ADNr)-contenia
dos unidades de transcripcion organizadas como regiones repetidas
invertidas, cada una de por lo menos 5.2 kb de longitud (Huber,
et.al.,1989). Una caracteristica interesante de este ADN
eXiracromosomico era la presencla de un fragmento de 802 pares de bases |
que fincionaba como secuencia de replicacion auténoma {ARS) cuando
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se insertaba en el ADN de levaduras. Este fragmento contaba con una
gran cantidad de AT, tal como las ARS de levaduras (Grodberg, J. et. al.
1990). Esta actividad de ARS se localizé en un fragmento de restriccion
de Eco RI de 4.4 kb y se confirmo por su insercion en el plasmido YIP 5
que carecia de ARS (Mittal, V. et. al.,1991). Al efectuar hibridacion in
situ, se observd que existian 200 6 mas copias del episoma de ADNr de
E. histolytica, preferentemente distribuido a lo largo de la cara interna de
la membrana nuclear, pareciendo ser parte de la cromatina periférica.
Estudios con desoxirribonucleasa (DNAasa I) revelaron una alta
sensibilidad en las regiones del episoma que contenian el elemento de 145
bp (Zurita, et. al.,1991), abriendo la posibilidad de que estas fueran
regiones que tuvieran capacidad de interaccionar con las proteinas de alta
movilidad (HMG), que le podrian conferir cambios especificos en la
configuracion de la cromatina tal como fue observado en eucariontes
(Strauss and Varshavsky, 1984). .

‘Otros estudios mostraron que los patrones de restncclon
polimérficos (RFLP) del ADNr de E. histolytica eran marcadamente
diferentes a los observados en otras especnes con muy pocas bandas en

~ comin. La digestion de ADN de varias especies de Entamoeba con la

endonucleasa de restriccion Eco Rl evidencié un nimero de bandas
importantes derivadas de ADN plasmidico ribosomal multicopia. La |
digestion de ADN de varias clonas de E. histolytica HM:1 IMSS con Eco
RI produjo dos bandas constantes de 2.2 y 5.7 kb que podrian ser |

- utilizados como marcadores especlﬁcos de esta cepa. Aun sin embargo |

otras bandas de de 4.4 y 6.8 kb eran hipervariables y modificaban su
tamafio de una clona a otra (Bhattachartya et al., 1992 Cazares F.et

al. 1994)
En casi todos los Organismos eucanontes el gen que codtﬁca -

| para el ARNr 5.8S esta ubicado entre dos espacladores transcntos .

internos (ITS), los cuales son conservados intra perono
mterespeclﬁcamente En E. hmtolytzca y en E. dispar el ARNr 5 SS se

- encontr6 ubicado en la region comprendlda entre los genes 17Sy 258y

rodeado por dos ITS. Haciendo un analisis de la secuencia de bases se =
observo que la mayor parte de las secuencias divergentes estaban
localizadas en el ITS2 y que el ADNr 5.8S de Thermomyces Ianugmosus B

“era el mas cercano al de E. htstolyt:ca mostrando una identidad de 68 T
'% con 99 bp sobrepuestas (Cevallos et. al ,1993). - e
. Analizando la secuencia nucleotidica de la umdad de T
transcnpmon del ARNr de E. h:sto!ytzca HM 1: IMSS se encontro que S
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f estd contenida en un fragmento de Hind Il de 6.3 kb. Se hicieron estudios

de Northern blot con subfragmentos de Eco RI del fragmento de 6.3 kb
para localizar y estimar el tamaiio de los genes para ¢l ARNr de la
subunidad menor (ssu) y la subunidad mayor (Isu). La longitud inferida
del gen ARNr ssu fue de 1946 nucledtidos (nt) y para el ARNr Isu de
3465 nt, ubicandose entre los dos el gen para ARNr 5.88. flanqueado por
dos espaciadores como se muestm Figura 1, (Ramachandran et.

al, 1993).

3485
(33 9%)

._('213_»’_.)-_ S (m%)

a2 150 o2t
) e ee%)

lw : o o ~ numero de nucledtidos en cada. segmento de la unidad de transcnpmén esta
L expresado abajo dela linea. Los nimeros dentro de los paréntesis dan el

L Rmnachandran et al 1993)

Fxgura 1 Orgamzaclon de la umdad de transcnpmon del ARNr de E hrﬂobrﬂca EI"‘ 'f " L

- porcentaje contenido de G+C de cada: segmento H, Hmd IlI (Tomado de :: 3
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En general las regiones codificadoras mostraron un porcentaje
mads alto de G+C que las regiones espaciadoras, las cuales tenian un
contenido de G+C comparable con los valores reportados para el genoma
de E. histolytica (22-27%) ( Gelderman, et. al.,1971). Comparando la
longitud de los espaciadores 1 y 2 de E. histolytica con los de otros
eucariontes resultaron muy cortos, aunque los ARNr mostraron
concordancia con la mayoria de los ARNr de eucariontes. Entre los
eucariontes, (incluyendo protozoarios) separados por grandes distancias
evolutivas, la longitud de los espaciadores no es la misma, pero son
parecidas en el contenido de G+C (Schnare et. al., 1990). En E. |
histolytica se observd una situacion diferente, ya que los dos espaciadores
eran casi idénticos en longitud, caracteristica presente en unas pocas |
especies de plantas (Torres, et. al.,1990). Por otro lado los espaciadores
variaron importantemente en el contenido de G+C (ITS1 13% e ITS2 29
%), caracteristica que entre eucariontes solo se encontr6 en Dictyostelium
discoideum, una especie ﬁlogenehcamente muy ¢ cercana a E. histolytica,
(Sogm et. al 1989). -

L.§ Caracteristicas de los ARN
~ L5.1 ARN polimerasas
~ Para efectuar la sintesis de ARN, se encontro que E.

histolytica poseia ARN polimerasas que eran depcndlentes de ADN‘
' Aparentemente estas ARN pohmerasas tenian una mayor preferenma por

ADN desnaturahzado que por ADN nativo. Usando cromatografia de

o intercambio i6nico, se obtuvieron dos picos que mostraban actividad de |
~ polimerasa cuando se usaba como molde un ADN-desnaturalizado.

‘La actividad de ARN pohmerasa que eluyo pnmero de la B

columna de DEAE-sefadex:

1. Exhibia una actmdad Optima en altas concentraclones de

sales ((NH;)ZSO4 80 mM). |
2. Mostraba preferencla por el ADN desnaturahzado sobre

“ADN nativo como templado.

Esto contrastaba con la mayoria de las ARN pohmerasas de |
eucariontes. -
| ‘Al analizar la sensibilidad a la alta-amamtma ut1hzand0

| templados de ADN desnaturalizado en los €nsayos, se observo que el

primer pico exhibia una curva de inhibicion bifasica-a concentr. aciones de |
alfa-amanitina crecientes. Esto suggeria que habia por lo menos 2
enzimas, una sens:ble a bajas concentramones de alfa~amamtma (0. 0] -
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0.03 ng/mlL), la cual parecia ser comparable a la polimerasa II de otros
eucariontes y otra insensible a altas concentraciones (30-100 pg-mL), Ia
cual podria ser la polimerasa I y/o una polimerasa 11l insensible.

El segundo pico eluido mostré una concentracion Optima de
sales baja, (NH;).SO; 20 mM) y fue insensible a 100 pg/mL de alfa-
amanitina, lo cual Ia asemejaba a la polimerasa I de la mayoria de los
sistemas eucariontes (Vanik, J. et. a/.,1980).

I.5.2 ARN nuclear
Estudios citoquimicos iniciales (Pan, C.T., and Geiman, Q.

- M, 1955) revelaron la presencia de 1a mayor parte del ADN localizada

peﬁféﬁcmnente. Estudios aurorradiograficos mas finos corroboraronla
presencia del ARN asociado a la cromatina periférica, el cual podria ser
ARNr o bien el precursor de este acido nuclelco (Albach et. al., 1977,
1980).

1.5.3 ARN ribosomal -
Los ribosomas annblanos mostraron un coeﬁcwnte de
sedimentacién de 75S y no se observaron asocnados al reticnlo

_endOplasmlco Sus subunidades eran de 558 y 358 respectivamente. Estos

ribosomas se podian encontrar solos pero la mayor parte del tlempo |
estaban en arreglos helicoidales en forma de bastén, los cuales eran
funclonales en la traduccién (Kusamrarn, T, et. al., 1975).

~ El aislamiento y caracterizacién del ARNr no fue ficil, ya que |

se encontrd una ribonucleasa asociada intimamente a los ribosomas y a

sus subunidades (Prachaya31tt1kul and Albach 1982), nnpldlendo obtener |
ARN intacto.

- Utilizando una técnica que combma dodecllsulfato de sodlo |
(SDS) y dletllplrocarbonato (DEPC) se aislé ARN intacto (Albach, et. al R
1984). Las principales especies de ARN que se obtuvieron por -

centrifugacion en gradiente de sacarosa fueron la de 258, 17S y 4S |

Efectuando electroforesis en gel de pohacnlamxda se obtuvo una especie

“adicional de 5S. Los pesos moleculares determinados en geles de
- pohacnlamnda desnaturahzantes fueron de: 1.31 x 10° (da]tones) para I
258, 0.803 x 10° (daltones) para 17S, 4.0 x 10° (daltones) para 5Sy2.5x

10* (daltones) para 4S. Se observo que el ARN 25S era muy labil y se

- disociaba bajo condiciones desnaturalizantes medias (entre 33 y 37°C)en B
_dos fragmentos 17S y 168 con pesos moleculares de 0. 700 x 10° y 0. 614 .

x 10° daltones rcspectwamente Estudlos postenores demostraron que
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habia una alta correlacion entre 1a obtencion de ARN 25 S intacto con la
edad del cultivo. Se obtenia mayor cantidad de ARN 258 de amibas de
cultivos jovenes (24 h), que de cultivos envejecidos (48-96 h) (Stoner-
Picking, et. al.,1986)). Tratando de esclarecer si esta labilidad estaba
dada por los procedimientos de extraccion de ARN o si se trataba de
cortes efectuados durante el procesamiento del ARN en el micleo, se
hicieron estudios de marcado con U5H (uracilo tritiado en el carbono 5)
por 5 minutos y dos técnicas de extraccion diferentes: una que utilizo
SDS-DEPC v la otra cloruro de guanidina y posteriormente gradiente en
sacarosa. |

Monitoreando el perfil de elucion a 254 nm, se observaron
tres picos de aproximadamente 4S, 175 y 258S. Siguiendo la incorporacion
de la marca se encontré un perfil heterogéneo. El calentamiento del ARN
aislado antes de fraccionarlo, elimin la mayor parte del ARN de mayor
tamaiio. Aun asi la marca fue evidente a través del gradiente. Esto -
permiti6 inferir que la mella del ARNr ocurria en el nlicleo y no se trataba
de un corte producido por el método de extraccion empleado.

El ARN aislado con cloruro de guanidina y marcado por 5
minutos produjo un perfil diferente. La lectura a 254 nm revelé un plco |

discreto 4S, un pico grande 1785, un pico mas pequefio 23S y dos plcos

muy pequeiios 32S y 34S. La marca radiactiva se distribuy6 en una |
amplia banda entre 25-32S. Después de tratar al ARN aislado con calor |
(55-60 °C), la absorbancia a 254 nm fue mis intensa, y permanecié una
cantidad pequeiia de ARN 258S. También se observé que qued6 una -
pequefia cantidad de ARNr de alto peso molecular antes y después del

tratamiento con calor. El perfil heterogéneo de ARN marcado siguio

mostrando un pico en 32S. Se propuso que el perfil heterogéneo de
marcado rapido podria pertenecer a ARN heterogéneo nuclear como
precursor de ARNm y ARNT. Entre el 5 y 10 % del ARN total aislado

_podria ser ARN poliadenilado (poli-A) ya que fue retemdo por

ohgo(dT)_—celulosa _(ohgo(dT))(Albach 1989).

L5.4 ARN mensajero |
- La informacion relacionada con las caracteristlcds del

- ARNm es muy escasa probablemente por la gran cantidad de

rﬂ)onucleasas presentes no solo dentro de la amiba sino en el medio
donde se lleva a cabo el proceso de purificacion lo que hace dificil la -

‘obtencién de cantidades suficientes para su caracterizacion. Tratando
‘de eliminar esta dtﬁcultad se probqron dlferentes metodos de
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extraccion. Los mejores resultados se obtuvieron usando: 1) una
técnica que utiliza DEPC (Solimosy, et. al.,1970) modificada, por la
adicion de altas concentraciones de SDS y en ausencia de Mg®*
(Albach, et. al.,1984; Albach,1989) y 2) un método que utilizo cloruro
de guanidina (Mendoza, et. al.,1982). La traduccion del ARN obtenido
por la técnica que utiliz6 SDS-DEPC fue ineficiente, debido a que el
DEPC reaccionaba con los acidos nucleicos de una cadena (Ehrenberg,
et. al., 1976). También se utiliz6 isotiocianato de guanidina para aislar

. ARNm funcional con excelentes resultados (Leyvq, et.al.,1986), |

1.5.5 ARN de transferencia
Hasta el momento no existe informacion dlspomble sobre
este tlpO de moleculas enE. htstolynca
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1.6 Uso de técnicas de biologia molecular en el diagnéstico de

amibiasis

Aproximadamente el 90 % de las infecciones con Entamoeba
histolytica cursan en forma asintomatica, lo que siempre induce la
discusion acerca de que si los portadores deberan recibir tratamiento o no.
Podrian existir dos formas de este microorganismo distinguibles
bioquimicamente, que podrian ser explicadas por dos hipdtesis:

1. Existian dos especies distintas indistinguibles

~ morfolégicamente, una de las cuales causa la enfermedad (Brumpt, 1925).

2. Habia una especie que existia en dos formas
interconvertibles, una de las cuales era patogena “P”.

La primera hipoétesis tuvo pocos adeptos hasta que se encontré
que las amibas que causaban la enfermedad activa (P) podian ser
distinguidas de aquellas encontradas en portadores asintomaticos (NP)
por diferencias en sus patrones isoenzimaticos (Sargeaunt, et al., 1978).
Estos datos y otros reportados posteriormente (Strachan, et. al., 1988;
Garfinkel, et. al., 1989; Tannich, et. al., 1989) apoyaron fuertemente la
h1potes:s de las dos ‘especies. Por otro lado se reportaron evidencias de la -
conversion de patrones isoenzimaticos de cepas “NP” a “P” (Mirelman,
et. al.,1986a; Mirelman, et. al., 1986b; Andrews, et, al., 1990), lo cual
vendna a apoyar la segunda hlpotesm El conocimiento de cual es la
hipdtesis correcta tiene grandes lmphcaclones para la evaluaciony
tratamiento de los portadores Tratando de aclarar esta confusion se

~ utilizaron técnicas de blologla molecular, ya que hasta la fecha el

diagnéstico de mfecclones por E h:stolynca se hace identificando

- trofozoitos o quistes por microscopia de luz en muestras de matena fecal .
) (Blagl, F. and Portilla, J., 1957). | | |

“Una estrategla de mteres para resolver esta mcogmta fue
rastrear las secuencias altamente repetitivas de ARNr (Long and Dawnd,

| 1980) Analizando los patrones de restriccion de las secuencias
. nucleotidicas altamente repetltlvas con EcoRl se observo queeran .
~ suficientemente polimoérficas'como para dlstmgmr cepas de E. htstolyttca |

Y otras Entamoebas (Bhattacharya et.al., 1988). D

Asi mismo a partir de una bxbhoteca genomxca de

E. hlstolyaca se detectaron dos categorias de clonas plasmxdlcas

recombinantes denommadas pEHZ pEHS, pEHll ypEH12 y pEHS

pEH4, pEH6 y pEH10. Las primeras cuatro clonas se usaron como

sondas para estudios de hibridacion de ADN provemente de los s:guleotes |

. orgamsmos observados ‘por mlcroscopxa en muestras de matena fecal de |
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pacientes de la Cd. de México: £. histolytica, Entamoeba coli, Giardia
lamblia, Endolimax nana, Trichuris trichura y Chilomastix mesnili, Las
cuatro clonas reconocieron ADN de cepas de E. histolytica axenizadas y
no hibridaron con cepas relacionadas como: E. histolytica-Laredo, E.
moshkovskii o E. invadens. Por otro lado no reconocieron ADN de
Giardia o de bacterias. Aun sin embargo no pudieron distinguir entre £
histolytica con zimodemos “P”de aquellas con zimodemos “NP”. El otro
grupo de clonas (pEH3, pEH4, pEH6 y pEH10) reconocieron secuencias
repetidas de ADN las cuales estaban conservadas en todas las especies de
Entamoeba, por lo cual no fueron de utilidad como sondas para el
diagnostico. Aparentemente estas clonas no especificas correspondian a
porciones del gen de ARNr de E. histolytica, ya que en estudios de
Northern hibridaron con ARN de E. histolytica. La secuenciacién parcial

" de la clona pEH6 mostr6 una homologia con el gen de ARNr de la

subunidad pequeila de Dictyostelium discoideum. Las cuatro clonas de
ADN recombinante mostraron patrones de restriccion muy semejantes por

‘Southern blot a los exhibidos por ADN de . h:stolyttca cortado con

enzimas de restriccion (Samuelson, et. al. 1989)
El uso de la informacion genétlca presente en los genes que -
codificaban los ARNr aparte de ser utilizada para estudlar la evolucion de

~ las células eucarionticas, también se aproveché para tratar de dlstmgmr |
~ entre cepas “P”y “NP”de E. htstolytrca A pesar de que los patronesde

los ﬁ'agmentos de ADNr de cepas “P” y “NP” son muy similares, algunas .

- enzimas de restriccién como: Rsal XbaI Sau961, Ddel y Tan revelaron

dlferenclas entre las dos formas, (ﬁgura 2). Mapeando estos sitios de

~ restriccion variables mostraron que estaban amphamente dlspersos

(ﬁgura 3) (Clark and Diamond, 1991) Analizando 18 patrones de - B

- “riboimpresion” (riboprinting) de cepas “P” se encontré que todos eran e
R --1dentlcos y distintos de los mostrados por 13 cepas “NP” (Clark and

- Diamond, 1991a) Tratando de exphcar estas diferencias en los sitios de -

- restriccion se secuenciaron regiones clonadas de los genes del ARNrdela

- subunidad menor de 3 cepas “P”y 3 cepas “NP”, mcluyendo los smos o

- pohmorﬁcos de Rsal, DdeI XbaI y Sau9ol. Enla R
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Figura 2. Comparacion de las riboimpresiones de cepas “patogenas” y “no
patogenas” de E. histolytica. El gel tefiido con bromuro de etidio ilustra la
pllﬁcaCl(m por PCR de genes de ARNr de la subunidad menor, digeridos con
varias enzimas de restriccion, con las cuales pueden ser distinguidas cepas“P”y
“NP”. Ademas de las enzimas aqui mostradas, las enzimas Bg/lI.Sau3 Al y Asul
también fueron capaces de discriminar entre los dos grupos, La cepa “P”usada
fue HI-1372: AIIMS. La cepa “NP” SAW760RR cl A. El marcador de peso
molecular (M) es una mezcla de ADN de bacteriofago lambda digerido con Eco
RI + Hind Il y ADN del plasmido pBR322 digerido con MspI (’I‘omado de
Clark and Diamond, 1991).
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Figura 3. Comparacion del mapa de restriccion de cepas “P” y “NP”. El mapa de
restriccion del gen de ARNr de la subunidad menor de la cepa “P"fue
construido con datos no publncados de la secuencia de E.histolytica,
~ amablemente proporcionados por M. L. Sogin. Las riboimpresiones de todas
las cepas “P” coinciden exactamente con el tamaiio de los fragmentos R
 predecidos por la secuencia. EL mapa de la “NP” fue constnudo apartir dela
“incorporacién de diferencias en los sitios de restriccion y confirmados por doble
 digestion. Los sitios variables en la figura se sefialan con un asterisco, A,
" Haelll; B, Xbal, C, EcoRL; D, Dral; E, Ddel; F, Hhal; L, Alut; M, Mspl, R,
 Rsal, S, Saud6l; T, l'an X, Xhol (Tomado de Clark and Dlamond 1991).

comparaclon de 7 80 bases se encontro que dlfenan en 17 poswlones 2. 2
%), mientras el resto permanecian conservadas. De estas diferencias en
secuencias 12 conrespondleron con transiciones, 4 transversmnes yuna
__msercxén/deleclon Al analizar las ¢ nbonnpresmnes” de las cepas de E
histolytica que convierten sus znnodemos de “NP”a “P”, también se
~ encontraron diferencias (Clark and Dlamond 1991). Esto lo exphcaron

| sefialando que los genes de ARNr peltenecmn a famﬂlas de genes

'multlcoplas (Huber, et. al., 1989; Bhattacharya, et. al. 1988)y que podna |

. haber ocurndo una amphﬁcaclon de un componente menor del ADNr
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durante la conversion de zimodemos (Mirelman, et. al.,;1990). Estos
cambios fueron localizados en las regiones variables de las secuencias del
ARNr de la subunidad menor previamente reportadas (Raus, et. al.,
1988).

Tratando de abundar en los argumentos que explicarait si todo
el amplio espectro de enfermedades observado en la amibiasis eran
causados por la existencia de dos cepas de E. histolytica: una “P” y otra
“NP”, se clono el gen del ARN de la subunidad menor (ARNr 16-S-like)
a partir de una cepa “P” (SD4) y se designo como pEH39. El analisis de
la secuencia mostrd que tenia una identidad de 65.8 % con el gen de
ARNTr 188 de Plasmodium falciparum, 75.1 % con el gen de ARNr 18S
de Xenopus laevis y 74.4 % con el gen de ARNr 188 de humano. Para
comparar las secuencias de ARNr 16S-like de cepas de E. histolytica
aisladas de pacientes con enfermedad invasiva (P) y de pacientes
asintomaticos (NP), se hicieron analisis de Southem blot de ADN
genomico, digerido con Eco Rl y se hibridaron con el ADNr 16S-like
marcado con ATP (*°P en el fosfato alfa). Los patrones de hibridizacion
mostraron claramente las diferencias entre los aislados “P” y “NP”,
(figura 4) (Que and Reed, 1991).

Figura 4. Autorradiografia de un Southern blot de ADN genomico de la cepa axénica
HM-1 (Ax), de 3 aislados patégenos (SD136, SD 143 y FAT 957) y de 4 cepas
no patogenas (SD 11, SD 107, REF 291 y SAW 1734) digeridos con Fco Rl y
corridos en un gel de agarosa 0.8 %, probados con el fragmento ADNr 16S-like
marcado en un extremo (Tomado de Que and Reed, 1991). - |



e

e

s

iR

17

Analizando clonas de ADN complementario (ADNCc)
derivadas de aislados de E. histolytica “P” y “NP” (cEh-P1 y cEh-NP1
respectivamente) se detectaron un 10 % de sustituciones en el dcido
nucleico, las cuales estaban dispersas a lo largo de la secuencia. Al
comparar la secuencia de cEh-P1 y ¢cEh-NP-1 se identificé un fragmento
de 482 bp que contenia extremos 5"y 3" idénticos pero que diferia en los
sitios de rompimiento interno de las endonucleasas de restriceién Accl,
Taql y Xmnl. Esta diferencia genética se conservo en 4 cepas “P” y en 5
“NP” (Tannich, et. al., 1989). Aprovechando que ambas cepas poseian
extremos 5 y 3’ idénticos se sintetizaron 2 oligonucledtidos denominados
P1-817 (5'-GCAACTAGTGTTAGTTA) y el otro P1-AS20 (5'-
CTCCAAGATATGTTTTAAC). El primero derivado de la hebra con
sentido y el segundo de la hebra antisentido de la clona cEh-P1. La
amplificacion del fragmento de 482 bp y digestion posterior con Xmnl,
Taql y Accl permitié diferenciar entre las cepas “P”y las “NP” (figura 5)
(Tannich and Burchard, 1991).

- Figura 5. anerencnaclon de cepas de E htstobmca por PCR y subsecuente analxsns de

 los fragmentos de restriccion. Lisados de células completas dela cepa “P” |

 SAW755 y la cepa “NP” SAW760 se sometieron al proceso de DU

- amplificacién de ADN. Alicuotas del material amplificado se digirieron con las .

" endonucleasas de restriccion Xmml, Taql o Accl. Los ADNs digeridos se

separaron en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. El tamafio de los

fragmentos del marcador esta mdlcado en pares de bases (Tomado de Tanmch
and Burchavd, 1991) | - - -

En otro mtento por diferenciar entre cepas' “P’y “NP”de E.

 histolytica, se constmyo una biblioteca d¢ ADNc usando ARN poli(A) de
‘una cepa axénica de E. histolytica HM 1: IMSS 1a cual mostrd un
- zimodemo “P”, Anahzm1do esta blbhoteca se aislé una clona cepa |

~ especifica de ADNc (C2) con una secuencia de 26 nt repetida en tandem
9 veces. Estudios de Northem y Southern blot de 4 cepas axénicas con
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zimodemos “P” revelaron que este gen estaba presente y era expresado en
E. histolytica HM1: IMSS y 200:NIH, pero no en las cepas patogenas
HK-9 y Rahman. Utilizando esta clona de ADNc como sonda en

estudios de hibridacion tipo dot blot se observé que pudo discriminar
entre cepas de E. histolytica con zimodemos “P”de aquellas con
zimodemos “NP”, (Tabla 1).

Tabla 1. Analisis de hibridacion de “dot blol” de ADN de Entamoeba histolytica
cuitivada xénicamente usando la clona de ADN¢ CZ (Tomado de Burch, et.

al., 1991).

Cepa de Antecedentes |

E. histolytica  Zimodemo® Clinicos® Hibridacion®

SAW 1453XIV(P) ALA _' +
- SD53 - Oo@E) ~ Colitis 4+
- FAT957 1O (P) CALA ot

SAW990 S Xiv@®  Colitis +

SD92 oeE Colitis +

- FATI014 = 1@ CALA s
- FAT967 e ASX“ _

SD11 INP) ASX,GM -
SD126  IINP) ASX,GM =~ -
SD130 »I(NP)L. ~ ASX,ADS -

| SD116_ - f;I'I(NP) . ASX,ADS = -
SD107 I(NP) - ASX, AIDS B
FATIOIO | 'II(NP) ;Asx e

ot Los néimeros romanos desngnan gmpos de zunodemos tal como lo deﬁmeron

- Sargeaunt, et. al., 1978, P, nmodemo patogeno NP, znmodemo no patogeno

L _".Abrevnaturas ALA, amebnc hver abcess ASX amntométtco GM, hombre SR o

homosexual. N

o Hibndaclon, no hibrid'acién - |
8 * Nifio sudafncano con semIOgla armblana posntwa

Una cuahdad mteresante de esta clona es que en estudlos de o

. Southem blot de ADN genbmlcos dlgendos con Eco Rl aislados de E. _{f'  ‘ j_-f_ | e
- htstolyncaHMl IMSS, HK-9, ZOONIHyRahman E. hlstolynca-llke
'Laredo E mvadens y E moshkovskn penmtlé la dlferenclaclon entre |
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cepas de E. histolytica con zimodemos “P” como la HM 1: IMSS y 1a 200
NIH. No hubo una explicacion clara para la falta de hibridacion de la HK-
9 y la Rahman. Aun sin embargo estos datos nos muestran que existe
heterogeneidad genética entre cepas axénicas poseedoras del mismo
zimodemo y sugiere que multiples sondas pueden ser necesarias para
detectar diferencias entre cepas de E. histolytica “P” (Burch, et. al.,
1991).

En otro esfuerzo para distinguir entre cepas de E. histolytica
“P” y “NP”, se amplificaron secuencias de ADNr recombinante por PCR
y se usaron como sondas para analisis de Southern blot. Dos de las clonas
denominadas R-1 y R-2 al secuenciarse parcialmente mostraron que
incluian parte del gen ribosomal 25S reportado por Huber, et. al., 1989.
La otra clona BR-1 era un fragmento de restriccién Sau3A de 800 bp.
Analizando la secuencia parcial de esta clona se encontrd una gran
similitud con el extremo 3’de los genes de ARNr 25-288S. De estas tres
sondas la R-1 y la BR-1 fueron capaces de demostrar di_ferencias entre los
patrones de restriccion polimorficos de cepas “P” y “NP” en estudios de
Southern blot, la clona R-2, no detect6 diferencias (Cruz-Reyes et. al
1992).

L7 Genes clonados y secuenciados ,
Hasta 1992 el numero de genes clonados de Izntamoeba

histolytica llegabaa 11:

Edman, U., Meza, 1. and Agablan N. 1987. Genmmc and cDNA actin
‘sequences from a virulent strain of Entam oeba hzstolynca Proc

 Nat. Acad. Sci. USA. 84:3024-3028.

Huber M., Garfinkel. L. Gitler, C., Mirelman, D, , Revel, M and
Rozenblatt S. 1987. Entamoeba histolytica: elonmg and |
characterization of actin cDNA. Mol Biochem. Para51t01 24 227 -
235.

Huber, M., Garfinkel. L. Gitler, C., ere]man D , Revel, M. and
Rozenblatt, S. 1988. Nueleotlde sequence analysns ofan
Entamoeba htstolyt:ca ferredoxm gene ‘Mol. Blochem Paramtol

0 31:27-34.

Eakm, A. E., Bouvier, J., Sakanari, J A.C.S.and McKerrow H 1990
Amphﬁcatlon and sequencing of genomic DNA fragments S

- encoding cysteine proteases from protozoan parasxtes Mol
Blochem Parasitol. 39: 1 8. | - |
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Samuelson, J., Ayala, P., Orozco, E. and Wirth, D. 1990. Emetine-
resistant mutants of Entamoeba histolytica overexpress mRNAs
for multidrug resistance. Mol. Biochem. Parasitol. 38: 281-290.

Stanley, S: L. Jr., Becker, A., Kunz-Jenkins, C., Foster, L. and Li, E.
1990. Cloning and expression of a membrane antigen of
Entamoeba histolytica possessing multiple tandem repeats. Proc.
Nat. Acad. Sci. USA. 87: 4976-4980.,

Torian, B. E:, Flores, B. M., Stroeher, V. L., Hagen, F. S. and Stamm
W.E. 1990 cDNA sequence analyms of a 29 kDa cysteine rich
surface antigen of pathogenic Entamoeba Iustolytlca Proc. Nat.
Acad. Sci. USA. 87: 6358-6362.

Mann, B. J., Torian, B. E., Vedvick, T. S. and Petri, W. A., Jr. 1991.
Sequence of a cysteine-rich galactose-specific lectin of
Entamoeba histolytica. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 88: 3248-
3252.

Meester de, F., Bracha, R., Huber, M Keren, Z.,Rozenblatt, S. and
Mnrelman D. 1991. Clomng and eharactenzatlon of an unusual
elongation factor 1-alfa cDNA from Entamoeba histolytica. Mol.
Biochem. Parasitol. 44: 23-32. | |

Tannich, E., and Horstmann, R. D. 1991 Primary structure of the 170-

kDa surface lectin of pathogenic Fntamoeba htstolynca Proc.Nat. |

Acad. Sci. USA. 88:1849-1853.
Tanmch E., Scholze, H., Nlckel R. and Horstmannn R. D 1991.
Homologous cysteine proteinases of pathogemc and |
| nonpathogemc Entamoeba h:stolytzca I, BlOl Chem 266
4798-4803, ‘
El conocimiento de la secuencla nucleotldxca de los genes

~ anteriores permiti6 la elaboracion de una tabla de frecuencia de uso de
~ codones de E. histolytica, (tabla 2). Actualmente el Banco de Genes
(GeneBank) cuenta con 249 secuencias reportadas de las cuales 59
E corresponden a genes completamente secuenclados ‘
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Tabla 2. Frecuencia de uso de codones en Entamoeba histolytica patogena (Tomado
de Tannich and Horstmann, 1992).

Amino ¥Fre Amino Fre Anino Fre Amino Fre
acido Codén cuencin acido Codén cuencia  dcido Codin cuencia  dcido Codim cucencia

Phe TIT 188 Ser TCY 150 Tyr TAT 380 Cys TGT 318

FA TTC 169 Ser TCC 11 Tyr TAC 73 Cys TGC 41
Lew TTA 226 Ser TCA 318 End TAA 17 End TGA 2
Llew TTG 78 Ser TCG 4 End TAG 2 Trp TGG 107
Lew CIT 248 Pro CCr 32 i CAT 135 Arg CGT 21
Lew CTC 3o Pro CCC 4 His CAC 32 Arg CGC 0
lem CTA 11 Pro CCA 344 Glo CAA 286 Arg CGA 17
Lem CTG 4 Pro CCG 0 Gin  CAG 13 Arg CGG 0
. De ATT 466 Thr ACT 29 Asn AAT 530 Ser AGT 175
e ATC 78 Thr ACC 49 Asn AAC 107 Ser AGC 493
Ile ATA 43 Thr ACA 342 Lys AAA 615 Arg AGA 263
Met ATG 07 Thr ACG b4 Lys AAG 3 Arg AGG 9
Val GTIT 425 Ala GCT 259 Asp GAT 530 Gly GGT 165
Val GTC 62 Aln GCC 28 Asp GAC 64 Gly GGC 4
Val GTA 126 Ala GCA 318 Gin GAA 749 Gly GGA 483
Val GIG 17 Ala GCG 0 Glu GAG 8 Gly GGG 15

Las frecuencias estin dadas por 10,000 codones.

1.8 Uso de codones

La informacion sobre el uso de codones de cua]quler
organismo es de particular importancia para:

1. Predecir el marco de lectura ablerta de alguna secuencia
nueva.

2. Disefiar oligonucledtidos a partlr de una secuen01a de
aminoacidos. - |
3. Comparar el uso de codones de dos especies, y estlmar el

grado de homologia en la expresion de genes.

-4, El disefio y sintesis de ohgonucleotldos para la
amphﬁcaclon de secuencias de ADN por PCR. T

En el ana1151s reahzado de 4680 codones se obsewo que el
'contemdo de A+T en los genes era de 67 %, lo cual estaba de acuerdo

~ con la cantidad de A+T del genoma de E. histolytica de 63-77 % (Lopez

Revilla y Gémez Dommguez 1988). El estudio del uso de codones reveld

S un empleo de codones sinonimos con una preferencla por los codones

NNA y NNU. El uso de bases en la tercera posicion del codén era de 44 |

% para U, 414%paraA 82%paraCy64%paraG Loscodones

CGG (arg), GCG (ala), CGC (arg) y CCG (pro) no se encontraron en n los R
genes exammados

La frecuencia en el uso de codones difieria con51derablemente o

entre las especies (Wada, et. al. 1991), aun sin embargo el uso de
codones de E. histolytica es parecido al de Plasmodium falc:pamm con
un coeﬁclente de correlacion de 0. 85 y al de Dycnostelmm dtsco:deum
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con un coeficiente de correlacion de 0.79. Los codones preferidos por los
dos organismos para todos los grupos de aminoacidos son los mismos,
excepto leucina en el cual CUU es preferido a UUA en E. histolytica.

El nimero de codones secuenciados de E. histolytica no
patogena es muy reducido (aproximadamente 878 codones), por lo cual es
dificil establecer una comparacion formal con la forma patogena. Aun asi
el analisis de los datos disponibles hasta 1992 no mostrd diferencias
importantes (Tannich and Horstmann, 1992; Char and Farthing, 1992).

En 1989, cuando iniciamos este trabajo, la informacién
relacionada con los mecanismos de patogenicidad y virulencia de E.
histolytica era abundante: actividades de colagenasa (Gadasi, H. and
Kessler, E., 1983; Muiioz, et. al., 1984) y enzimas proteoliticas (Gadasi,
H. and Kobiler, D., 1983; Neal, 1960) muerte por contacto (Feingold, et.
al. 1984; Ravdin, et. al., 1984; Bos, et. al., 1980; Ravdin, et. al., 1980) y
resistencia a la accién del complemento (Reed et. al 1983; Calderon J.
and Tovar, R., 1986).

Asnmsmo el conocimiento de las caractenstlcas fisico-
quimicas de las proteinasas y su localizacion celular estaba muy avanzado
(McLaughlin, J. and Faubert, G., 1977; Scholze, H. and Werries, E.,

1984, 1986a, 1986b; Schuite, et. al., 1987; Keene, E: E. and McKerrow
J. 1985; Keene, et. al., 1986; Avila, E. et, al 1985; Perez-Montfort, et.
al., 1987 y Luaces and Barrett, 1988). Habia algunos datos relacionados
con la organizaci6n y caracterizacion del ADN (Cruz -Hernandez de la,

et al., 1986; Perez-Mutul, et. al., 1986; ; Lopez-Revilla and Gomez, 1978;

Lopez—Rewlla and Gomez-Dommguez, 1988; Reeves, et. al., 1971;

Albach, et al., 1980; Gelderman, et. al., 19712; Gelderman, et. al. 1971b),
- localizacion del sitio de sintesis del ARN (Albach, et.al, 1977),

caracterizacion parcial de las ARN polnnerasas (Pmchayasntlkul and‘

Albach, 1982; Vanik, et. al., 1986) y se habian ensayado varias
N __metodologlas para aislar y caracterlzar las dlferentes especies de ARNr
“(Albach, et. al.,1984; Stoner-Plckmg, et. al., 1986; Albach, 1989) Por

otro lado se habia logrado expresar algunos genes de E. histolytica

- (Mendoza, et. al., 1982; Leyva-Leyva, et. al., 1986). Solo habia dos
~ bibliotecas de ADNc una construida en el bactenofago lambda gt 1 1

(Edman, et. al., 1987) y la otra preparada en lambda gt 10 (Huber, et. al

- 1987)y solamente dos genes habian sido clonados y secuencxados el gen_ S
~ que codifica para la actina (Edman, et. al., 1987; Huber, et. al., 1987) y el o
- gen que codifica para la ferredoxina (Huber, et. al., 1988). De aquise

desprendio nuestro mteres y el de otros laboratonos sunultaneamente por o
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estudiar los genes de E. histolytica, principalmente aquellos relacionados
con su patogenicidad y virulencia, asi como genes caracteristicos de la
fisiologia de E. histolytica que sirvieran como blanco en algunas
estrategias terapéuticas o bien con fines diagndsticos.
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II. OBJETIVO

Nuestro interés se enfocé hacia la implementacion de
técnicas de biologia molecular que permitieran profundizar en el
estudio de la fisiologia de Entamoeba histolytica para lograr una mejor
comprension de la amibiasis. De particular interés fue 1a clonacion de
un gen que codificaba para una proteinasa de bajo peso molecular de la
membrana de E. histolytica, que consideramos estaba relacionada con
el mecanismo de patogenicidad, asi como genes relacionados con su
metabolismo, que dieran la pauta para disefiar nuevas estrategias de
diagndstico, prevencion y tratamiento para la infeccion causada por
este protozoario. |
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III. MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo la clonacion del gene que codificaba para la
proteinasa de E. histolytica, decidimos partir de una biblioteca de ADNc
construida en un bacteriofago de expresion (lambda gt 11), que nos
permitiera realizar un tamizaje inicial con anticuerpos policlonales
especificos dirigidos contra la proteinasa. Las clonas que fueron reconocidas
por los anticuerpos posteriormente fueron confirmadas con una sonda
sintética dirigida hacia el gene que codificaba el extremo amino de una
proteinasa parcialmente secuenciado (Luaces, A. L. and Barrett, A. J., 1988).
Algunas clonas aisladas, después fueron amplificadas, para llevar a cabo la
secuenciacic’m del inserto.

ITL.1 Cepas de Eschenchm coli
' Las cepas de £ Escherzchza coli que se utlhzaron fueron Y1088
Yl 089y Y1090.
Genotipos de Ias cepas
Y1088  lac Ul69 sup E sup F hst' metB trp R ton A21
proC::Tns (pMC9)

Y1089 dlacU169, d(lon,araD)169 srid, WIALSO (chr::Tnl0) (pMC9)

Y1090  lacU169 (lonaraD)I39 strd supF(trpC::TnlOXpMC9)
LacepaY 1088 es un hospedero que permite el crecimiento del
fago lambda gt 11. Contiene el supresor Supl’ para permitir la lisis cuando el i

- fago contiene Ia mutacion S100 y también reprime al promotor Jac portado o
por lambda gt11. El plasnndo pMC9 dirige 1a sintesis de grandes canttdades e

del represor lac y tamblén es poxtador de un gen de resnstencna a la

‘Lacepa Y1090 se usO para | llevar a cabo los tamizajes de los

N fagos recombinantes. Esta cepa también. contiene la deleclén lon que da
~ estabilidad a los peptldos de fusmn y el Sup Fs supmne la mutacxon SIOO

. (Mlller 1987)

IIl 2 Construccnén de una b:blloteca de ADN complementnno

| - Laconstruccion de unablbhoteca de ADNC tiene Ia ventaja o _._ | N
 sobre una biblioteca de ADN gendmico, de ser preparada a partir de ARNm L

total, 1o que elimina la presencia de secuencias intrénicas presentes en el
ADN de eucariontes y permite tener una buena representatmdad del

- genoma la blbhoteca de ADNc de E h:stolytzca cepa HMI IMSS fue —

N

- P Lacepa Yl()89seusoparatemaralfagofmestado]130ge,mco I_al R i
.deleclon lon estabiliza las proteinas fusionadas a la beta galactosidasa.
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preparada en el fago lambda gt 11, que es un fago que permite expresar Ia
informacion genética en forma de péptidos fusionados a la beta
galactosidasa. El tamaiio de esta biblioteca fire de 575000 fagos
recombinantes, y nos fue generosamente proporcionada por la Dra. Isaura
Meza y el Dr. Marco Antonto Meraz (CINVESTAYV, IPN). Esta biblioteca
se elaboro de acuerdo a los métodos estandares de biologia molecular
(Gubler and Hoffinan, 1983; Davis, et al., 1986).

Brevemente se describe la estrategia para contruir una biblioteca
de ADNc: o

Primeramente se obtiene el ARN total utilizando tiocianato de
guanidina (Chirgwin, et. al., 1979) y posteriormente se seleccionan los ARN
poliadenilados (ARNm), con ohgo(dT)-celu]osa A continuacion, utilizando
una transcriptasa reversa se prepara la primera cadena de ADNc
complementario a los ARNm. La segunda cadena de ADNc, se prepara
tomando como molde la primera hebra y utilizando Ribonucleasa Hy ADN
polimerasa 1. Este ADNc de doble cadena, posteriormente es metilado con
una Eco RI metilasa para proteger los sitios de restriccion. Se emparejan los
extremos con ADN pohmerasa y posteriormente se afiaden los acopladores

para Eco Rl, utilizando una ligasa, para después generar extremos cohesivos

de clonacion Eco R1. El tamafio de los insertos se homogenexza por |
electroforesis en un gel de poliacrilamida y finalmente se efectiia la ligacion
con los brazos de lambda gt 11 dlgendos prewamente con Eco RI y |

- desfosforilados.

La hgaclon se hizo de acuer do al s:gmente protocolo
’ | ‘tubo

A B C D E F

‘Brazosdelambdagt1l ~ 1pL 1pL 1pL 1pL 1pL 1pL

| AmomguadorparahgasaIOX _1uL lpL 1pl 1pL 1pL 1L
Insertocontrol —- lpL e
InsertodeADNc S — Tul 2pL 3pL SpL
Agua destilada Tul 6;1L 6uL 5pL 4plL 2pL
LigasaT4 -1 pL lpL luL lp,L luL lpL'__

Los tubos se mcuban a 14 °C durante 4 horas. .
~ Para llevar a cabo el empaquetamiento s¢ utiliza un extracto de

. empaquetamlento comerclal (Packagene de Prome ga Blotech) La hgaclon de | |
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cada tubo se adiciona al extracto de empaquetamiento (un tubo de
empaquetamiento por cada ligacion) y se incluyen 2 controles mas:

G 0.25 pg de ADN de lambda gt 11 SIN cortar

H 0.25 pg de brazos de lambda gt 11 sin ligar (equivalente al
tubo B, pero SIN T4 ligasa). Después, las reacciones de empaquetamiento se
incuban a 22 °C durante 2 horas. Finalmente cada tubo se diluye a 250 pL
con amortiguador TMG y se almacena 4 °C.

I11.3 Diseiio de una sonda sintética de ADN

Para el disefio de una sonda sintética que nos permitiera analizar
la biblioteca de ADNc nos basamos en la secuencia de 20 aminoacidos del
extremo amino terminal de una proteinasa de cisteina de bajo peso molecular
de la membrana de Entamoeba histolytica, (hlstohmna) punﬁcada por
afinidad y secuenciada parcialmente. Revisando la secuencia de aminodcidos
reportada, se encontrd que' seis de ellos no estaban identificados. |
Comparando esta secuencia de aminoacidos con la secuencia del extremo
amino de la papaina (Cohen, et. al., 1986), se encontro una alta homologla, |

(figura 6) (Luaces and Barrett, 1988)

Histolisina: X- Pro- Glu-Ser-Val-Asp—X - Arg—Gln X- Gli~X- Val-Thr-Pro- Ilc~ X- X- Gin- Gly
Papaina: Te-Pro-GluTyr- Val-Asp—Trp—Arg—Gm-Lys-Gh Ala-Val-Thr Pro-Val -Lys- Asn-Gln Gly

thura 6. Comparacmn de la secuencia de ammoﬁcxdos del extremo ammo de la lustohsma |
y la papaina (Tomado de Luaces and Barrett 1988) C

Para disefiar una sonda que codlﬁcara para el extremo amino

terminal de la histolisina era necesaria esta informacién y una tabla de uso de B
~ codones. Se calculé la frecuencia de uso de codones en base a los I'epo]tes o

existentes en 1989 para los genes de actina 'y ferredoxma, (Edman, et al.,
1987; Huber, et. al. 1988) (Tab]a 3 )
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Tabla 3. Frecuencia de uso de codones de Entamoeba histolytica en 435 aminoscidos

(actina+ferredoxina)

Ala 18 GCT
5GCC
7 GCA

Arg 17 AGA
1CGT

Asn 11 AAT
6 AAC

Asp 23 GAT

 3GAC

Cys 7TGT

G IZCAA |

- 4CAC
© 4ATC
. ATTIA

Lys 12 AAA
11 AAG

Met 19 ATG

Phe 11TTC

Pro 23CCA

Ser 16TCA
-~ 1tcc
- 2AGT

Val 24GIT
3 GTA
6 GTC

. sAcA
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Disefiamos la secuencia, asi como la cadena complementaria y le
afiadimos en ambos extremos la secuencia de acopladores para Bam HI. En
los sitios en los cuales no se identificaron los aminoacidos, se incluyeron las
secuencias correspondientes a los aminodcidos de la papaina. Mandamos
sintetizar ambos oligonucledtidos a 1a Universidad del Estado de
Pennsylvania, (figura 7).

De- Pro- Glu- Ser- Val-  Asp-Trp- Arg- Gln- Lys- Gli- Ala- Val Thr- Pro-lle- Lys Asn- Gln-Gli
5-ATT CCA GAATCAGTT GAT TGG AGA CAA AAAGGA GCT GTT ACT CCA ATT AAA AAT CAA GGA-3’
I-TAAGGTCIT AGTCAACTAACCTCT GTT TTT CCT CGA CAATGAGGTTAATITTTA GTTCCT-5

Figura 7, Secuencia de nucleétidos de la sonda sintética.

II1.4 Marcaje de la sonda sintética de ADN

Para evidenciar la hibridacion de la sonda sintética con las clonas |

poseedoras de la secuencia complementana, se utilizaron dos tipos de marca:
biotina y.dATP (**P) El marcaje se llevo a cabo de acuerdo al sistema de

‘traduccién por corte (N 1ck Translation System, de Bethesda Research

Laboratories).

 IIL5 Produccién de anticuerpos antiproteinasa -
Dado que teniamos una biblioteca de expresion, pensamos que
un enfoque inicial podria ser rastrear aquellas clonas productoras de
proteinasa o porciones de ésta, utilizando anticuerpos especificos
antiproteinasa. La induccion de anticuerpos antiproteinasa se realizo

 inmunizando un conejo blanco Nueva Zelanda de 3 Kg con 200 pg/mL de |
~ proteinasa (peso molecular 27000 daltones) en NaCl0.15My mezcladacon

~ adyuvante completo de Freund (volumen/volumen). La inmunizacion se =~
‘efectud por via mtramuscular dando un refuerzo mas alos 15 diasen |
condiciones idénticas a la primera inmunizacion. Se dejo transcurrir otros 15

dias y se di6 un segundo refuerzo con 100 pg/mL de proteinasa en SDlllClOll
salina 0.15 M, por via mlrapentoneal Alos 15 dias se hizo una sangria de
prueba y al demostrar la presencia de antwuerpos por doble 1mnm10d1ﬁ1316n

 se efectuo una sangria a blanco. Los anticuerpos se purificaron por

precipitacion de la fraccion gama globulina con sulfato de amonio

- ((NH4),804) al 33 %y posteriormente por cromatograﬁa de ‘afinidad en una
‘columna de sefarosa 4B-ditiopiridil-disulfuro-proteinasa de 1.8 cm de

diametro por 30 cm de largo (Brocklehurst, et. al., 1974). Los anticuerpos |

.annprotemasa se eluyeron modificando el pH con una soluclon de HCI 0 01

B DRI e
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N pH 2.0 y se neutralizaron con Tris en polvo. Los anticuerpos se guardaron
a 20 °C hasta su uso (Ostoa-Saloma, P., 1990: comunicacion personal).

I1L.6 Marcaje de proteina A con ']
Para detectar aquellas clonas que fijaron anticuerpos
antiproteinasa, usamos proteina A radiactiva, que tiene una gran afinidad por
la region Fc (fraccion constante) de los anticuerpos, (Markwell, 1982).

I11.7 Tamizaje de la biblioteca de ADNc usando anticuerpos
Para llevar a cabo el tamizaje de la biblioteca de ADNc, con
anticuerpos policlonales se utiliz6 un cultivo de Escherichia coli Y1090,y se
siguieron las recomendaciones de: Young and Davis, 1983 y Ausubel, et, al
,1987).

" IIL7.1. Seleccion de clonas positivas
Para seleccionar las clonas positivas se colocd el ﬁltro de nylon
con la cara hacia abajo, como si estuviera sobre la caja de petrienun
negatoscopio. Posteriormente se aline6 la autorradiografia sobre el filtro
haciendo coincidir la esquina que se recorto. Después se coloco lacajade
petri sobre la autorradiografia haciendo coincidir las marcas asimétricas de

‘tinta china que se hicieron en el filtro y el agar de la caja de petri. A

continuacion se procedié a recortar las placas liticas que coincidieron con los

puntos de la autorradiografia. La placa litica contenida en el trozo de agar se -

coloco en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se le adicion6 1 mL de medio de
suspension (SM) (ver anexo A) y una gota de cloroformo para liberar a los
bacteriofagos. Las clonas seleccionadas de esta manera se des:gnaron como:
CLAS 6,7,8,9, 11 12 13y 14 respectlvamente

TIL.8 Hibridacion en placa

| - Para confirmar que efectlvamente las clonas reconocndas por los o
| antlcuerpos antiproteinasa ¢ codlﬁcaban para la proteinasa, decidimos tomar
“una de las clonas seleccmnadas con anticuerpos CLA 13) y realizarma

~ hibridacién en placa con Ia sonda sintética descrita anteriormente. Para

realizar la hibridacién en placa se procedlo a producir placas liticas aisladas y
se transfirieron a filtros de nylon, tal como se efectuo enla seleccnon de

| clonas con anticuerpos, (Mamatls et. al 1982)
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111.8.1 Deteccion de la sonda biotinilada

Para localizar las clonas que hibridaron con la sonda, el filtto se
puso a rehidratar en la solucion amortiguadora 1 (ver anexo A) por 1 minuto
a temperatura ambiente. Después se transfirio al amortiguador 2 (BSA al 3 %
disuelta en el amortiguador 1) durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente el filtro se incubd en una solucion de estreptavidina-fosfatasa
alcalina (SA-AP;1 pg/ul.) en amortiguador 1 por 10 minutos a temperatura
ambiente, pipeteando constantemente la solucion sobre el filtro con una
pipeta Pasteur. El exceso de SA-AP se elimind con un par de lavados usando
un volumen de amortiguador 1, 40 veces mayor que el volumen empleado en
el paso anterior. Después los filtros se pasaron al amortiguador 3 (ver anexo
A), por 10 minutos. A continuacion se elimino el exceso de amortiguador y el
filtro se colocé en una bolsa de hibridacion, a la cual se le adicion6 el
sustrato para la fosfatasa alcalina (7.5 mL del amortiguador 3, 33 ul. de NBT
y 25 uL de BCIP). El filtro se incub en una caja para evitar la luz directay
se dejo toda la noche. Para detener la reaccion el filtro se colocé en una
solucion de Tris-HCl 20 mM, pH 7.5, etilendiaminotetraacetato (EDTA) 0.5
mM.(BlueGene System, Bethesda Research Laboratories (BRL)). Las clonas
detectadas con este procedimiento se designaron como: CLP 13, 1 13 2,
13.3, 13 4,13.5,13.6,13.7,13. 8y 13 9respect1vamente

I11.9 Obtencion del ADN de bacteriéfago lambda gt 11
~ Parala obtencién del ADN de los bacteriofagos de las clonas

' CLAS5,6,7,8,9,11,12,13y 14y delas clonas CLP 13.1,132, 133, 134,

13.5,13.6,13.7,13. 8 13.9 se prepararon placas liticas en conﬂueucla, j

utilizando como bacteria hospedera a Escherichia coli Y1090, en cajas de
Petri de 150 mm. Se procedi6 de la misma manera que como se hizo- parala
~ produccién de placas liticas para el tamizaje de la biblioteca de ADN, solo
- que aumentando el nimero de bactenofagos (Lockett, J. T:, 1990).

III 10 Hlbndaclén en punto (dot blot) | |
~ Para tamizar ripidamente el ADN obtemdo de las clonas
descritas antenormente utilizamos la hﬂmdaclén en punto. Estaesuna
técnica muy valiosa para analizar un gran nimero de muestras de ADN

 provenientes de células tmnsformantes células en cultivo, células sangmneas |
- muestras de tejldos s()lldos etc. (Mamatls et. al, ,1982). |
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I11.11 Hibridacion directa en gel de agarosa

Tratando de reducir el tempo de analisis de los ADNs obtentdos
anteriormente, utilizamos la hibridacion directa en gel de agarosa. Para
efectuar este tipo de hibridacion se sometieron las muestras de ADN a
electroforesis horizontal en agarosa 0.8 % (BRL) en un amortiguador de TBE
1X (ver anexo A). Las bandas de ADN fueron evidenciadas con bromuro de
etidio (0.5 pg/mL en agua destilada). Se tomo la fotografia correspondiente y
se sigui(') el método de Gontijo, et. al.,1990.

III 12 Hibridacién tipo Southern
Otro enfoque para analizar los ADNs de las clonas seleccionadas
fue realizar Ia hibridacion clasica de Southem, E: M., 1975.

I11.13 Amplificacién de los insertos de las clonas 7y 12 por PCR
Los insertos de las clonas 7 y 12 se amplificaron por 25 ciclos en
- un termociclador Cole-Parmer para PCR. Los oligonucle6tidos que se
~ usaron para la fase de amphﬁcamon_eran especificos para lambda gt 11
con sitios de restriccion para las endonucleasas Sst Iy Sa/ 1, y nos fueron
obsequiados por el Dr.Abraham Landa del Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM. La amplificacion se realizé de la siguiente manera:
desnaturalizacién 94 °C por 1 minuto, alincamiento delos =~
ohgonucleotldos (primers) a 50 °C por 3 mmutos y la reaccion de
- polimerizacion a 72 °C por 1 minuto.

La mezcla de amphﬁcaclon (50 pL) s se Iavo con clorofonno yse |

prec1p1to con 5 pL de acetato de sodio 3 M, pH 4.8 y 150 pL de etanol

absoluto frio (-20 °C). Los tubos se guardaron en un ultracongelador (-70 °C‘),: )

durante 1 hora para favorecer la precipitacion. Posteriormente se
centnﬁngaron a 13000 rpm en una mxcrocentriﬁxga a4°C.El precxpltado se
lavo en etanol al 70 % frio y se deshidrato al vacio. El ADN se resuspendlo
en 100 L de TE. Finalmente los insertos se rellenaron utlhzando ADN |
polunerasa (fragmento Klenow) (Mamatns et al 1982) o

L 14 Secuenclaclén por el método de Sanger S
Para llevar a cabo la secuenciacion los insertos se dlgmeron 3

- con Sst IySally se hgaron al plzismldo pPTZ 18R (Pharmacia). El vector

~ recombinante se usé para transformar Escherichia coli TG1 (Mandel, and

. Hnga, 1970), de donde se punﬁcaron los templados de una sola cadena para
ser secuenciados por el método de terminacién de la cadena pox R

dldeomnucleotldos (Sanger et. al. 1977)

. e e TR P | e A T— ——



oy

I ii’f'.”-’

33

IV. RESULTADOS

IV.1 Aislamiento de clonas de ADNc de Enfamoeba histolytica
usando anticuerpos.

La selecccion de clonas de ADNc de la biblioteca de E.
histolytica empacada en el bacteriéfago lambda gt 11 usando los anticuerpos
policlonales antiproteinasa producidos en conejo, nos permiti6 identificar en
la autorradiografia 9 clonas positivas, las cuales se designaron como CLA 5,
6,7,8,9,11, 12, 13 y 14 que se muestran en la figura 8. Estas clonas se
almacenaron en SM a 4 °C para su caracterizacion posterior.

anura 8. Autorradiografias que muestran las clonas de 1a_ biblioteca de ADN(: deE
histolytica reconocidas por un anticuerpo antiproteinasa y proteina A marcada con
>y | - -
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IV.2 Hibridacion en placa de una de las clonas aisladas

Para verificar si una de las clonas seleccionadas con anticuerpos
poseia la secuencia de la proteinasa, se eligi6 al azar la clona CLA 13. Se
hicieron diluciones 1:100 y 1:1000 de la clona mencionada para obtener
placas liticas independientes y transfenrlas a un filtro de nylon para su
hibridacién posterior con una sonda sintética de ADN de doble cadena
marcada con biotina. Fn la figura 9 se observan las placas liticas que
hibridaron con la sonda en forma de circulos discretos bien definidos. Se
aislaron 9 placas liticas y se deignaron como: CLP 13.1, 13.2, 13.3, 13 4,
13.5, 13.6, 13.7, 13.8 y 13.9. Estas placas se recortaron del gel de agarosa y
se almacenaron en SM a 4 °C para su andlisis subsecuente.

Flgura 9 Hlbndaclon de placas liticas transfendas aun ﬁltro de nylon_, cqn una

sonda smtétlca de ADN de doble cadena mamada con blotma

£ a2

£ &%
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IV.3 Hibridacién en pumto (dot blet) de ADNc de las clonas

seleccionadas por anticuerpos y por la sonda sintética de ADN

biotinilada

Al observar los resultados de hibridacion de la clona CLA 13 con

la sonda sintética biotinilada, pensamos que seria conveniente analizar todas
las clonas, tanto aqueellas seleccionadas con anticuerpos policlonales como
las obtenidas posteriormente la efectuar Ia hibridacién con la sonda sintética
biotinilada. En la figura 10 se muestra la hibridacion en punto ( dot blot) de
los ADNc de las clonas seleccionadas tanto por anticuerpos como por la
sonda sintética de ADN. Aqui observamos que hibridaron los ADNc con
distinta intensidad. También se incluyé ADN del bacteriofago lambda gt 11
silvestre como control negativo y la misma sonda sin biotinilar como control
positivo.

Flgnra 10. Hibridacién en punto usando una sonda marcada con bnotma. A. AI)N
" de clonasseleccionadas con anticuerpos:1.CLA 5; 2. CLA 6; 3. CLA 7; 4.CLA
8; 5. CLA 9; 6.CLA 11; 7.CLA 12; 8.CLA 13; 9.CLA 14; 10. ARNm total de
* E. histolytica. B.ADNdelasdonauelecaomdas conlasondablohmhda. 1.
CLP 13.4; 2. CLP 13.5; 3. CLP 13.6; 4. CLP 13.7; 5. CLP 13.8; 6. CLP139;
7. ADN del bacteriéfago lambda silvestre; 8. ADN CLP 13.1; 9. ADN CLA
13.2, 10. Sonda smtétlca de ADN de doble cadena,

- S
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IV.4 Hibridacién directa en gel de agarosa con una sonda sintética
de ADN biotinilada.

Para ver si las clonas seleccionadas por la sonda sintética poseian
insertos de distinto tamafio, se escogieron las clonas: CLP 13.3, CLP 136y
CLP 13.7, se obtuvo el ADN y sin digerir, se sometio a electroforesis en un
gel de agarosa 0.8 % en amortiguador de TBE 1X. El gel de agarosa
conteniendo las muestras se hibrido directamente con lamisma sonda
biotinilada con la cual se seleccionaron las clonas, observando un barrido en
los carriles correspondientes al ADN de las clonas. Como control positivo
incluimos la sonda sintética de ADN sin biotinilar y como control negativo
usamos el ADN del bacteriéfago lambda digerido con la enzima de

restriccion Hind M1, nonnalmente usado como marcador de peso molecular
(figura 11). | - .

DT LS e W LT S DA AN Sl
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W

- anura 11L A, Electrofomsls en agarosa 0.8 % usando como amomguador TBE 1X. |

Carriles: 1. ADN de la clona CLP 13, 6; 2. ADN del bacteribfago lambda
dlgendoconH'ndIlI, 3. ADN deé la clona CLP 13.7; 4. ADN de la clona 13.3;
5. vacio; 6. Sonda de ADN de doble cadena. B. Ihbndac;on dmecta del gel de
la fotografia A €on una sonda de ADN biotinilada, |

-
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1V.5 Hibridacion directa en gel de agarosa con una sonda sintética
de ADN radiactiva
Tratando de enconirar diferencias en los patrones de digestion de

las clonas CLA 13 y CLP 13.6 se digirieron con las enzimas Eco Rl y Bam
HI (figura 12). Aunque los ADNs no migraron con unifonidad, se alcanzan
a apreciar patrones similares. Este gel se sec y tratando de aumentar la
sensibilidad, se puso a hibridar con la sonda sintética de ADN marcada con
dATP radiactivo (**P). En la autorradiografia se observan claramente bandas
de hibridacion en los carriles 3 y S respectivamente.

) e T
1 3 4 5 6 Bl 2 3 AT 6
- A e 9; i . : ] : . ,

anura 12. A. Electmfom:s en ngarosa 0.8 % usando amortiguador de TBE 1X,
Carriles: 1. ADN de bacteriéfago lambda digerido con Hind 1II; 2. ADN dela
“clona CLA 13 digerida con Eco RI; 3. ADN de la clona CLA 13 digerida con
Bam HI; 4. Sonda de ADN de doble cadena sin biotinilar; 5. ADN de la cloqa
13.6 digerida con Eco RI; 6. ADN de la clona 13.6 digerida con Bam HL B.’
Autorradiografia del gel deshndratado embndadn conla sonda de ADN.de_
doble cadena marcada con P,
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IV.6 Southern blot de los ADNs de las clonas seleccionadas con
antiproteinasa
Dado que en los 2 experimentos anteriores no habiamos tenido

una buena resolucion en los patrones de hibridacion, decidimos probar con el
Southern blot tradicional. La figura 13A, muestra los patrones de migracion
de los ADNSs sin digerir de 9 clonas seleccionadas por anticuerpos, ADN de
E. histolytica, ARNm total de E. histolytica y también se incluyeron los
ADNs del bacteriofago lambda gt 11 silvestre y de las cepas de Escherichia
coli Y1088 y Y1090 como controles negativos. Se hizo la transferencia a un
filtro de nylon y se hibridé con la sonda biotinilada. Aqui se observaron
bandas de hibridacion en los carriles que contenian los ADNS de las clonas 5,
7,8,9, 12, 13 y 14. Fue de Ilamar Ia atencién que los carriles que contenian
ADN de lambda digerido con Hind Il como marcador de peso molecular y
ADN de E. coli Y1088, también mostraron bandas de hibridacion. Por el |
contrario no se encontraron bandas en los carriles correspondientes al ADN
de E. histolytica y ARNm total de E. histolytica (figura 13B). |



shectf
; ’r’:‘*,«tvf?

: 'gq-qgj

40

A

- - .! --.‘. -.i : .: . ;.: : ‘ e e -—-: ",
._ 1 234 5678 910 111213 14 1516

Ld ‘”ﬁwww}ﬂ@i‘w oLy rr"u;,:.t'.

Figura 13, A. Electroforesns de ADN en agarosa 0.8 % usando TBE 1X como
amortiguador. Carriles: 1Lambda Hind Ill, 2.CLA 5, 3. Lambda gt 11
“silvestre”, 4.CLA 6, 5. E. coli Y1088, 6. CLA 7, 7. vacio, 8. CLA 8, 9. E.coli
Y1090, 10. CLA 9,11, E. histolytica HM: 1 IMSS, 12. CLA 11, 13, ARNm
total, 14. CLA 12, 15, CLA 13, 16. CLA 14. B. Southern blot de ADN usando
una sonda biotinilada. Carriles: 1Lambda Hind 11, 2.CLA 5, 3. Lambda gt 1
“silvestre”, 4.CLA 6, 5. E. coli Y1088, 6. CLA 7, 7. vacio, 8.CLA 8, 9. E.coli
Y1090, 10. CLA 9, 11. E. histolytica HM: 1 IMSS, 12. CLA 11,13. ARNm
total, 14, CLA 12,15, CLA 13, 16. CLA 14,
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IV.7 Southern blot del ADN de las clonas 7,9y 12
De 1a hibridacion tipo Southern realizada anteriormente se
seleccionaron 3 clonas que hibridaron con la sonda sintéticabiotinilada: CLA -
7,9y 12. El ADN de las clonas 7, 9 y 12 que se sometié a digestion con
Bam HI, mostré patrones electroforéticos similares, consistentes en 2 bandas
principales (23.1 y 6.5 kb respectivamente) Y una de menor intensidad de 10

kb, (figura 14A). También se trat6 con la misma enzima el ADN de E.

histolytica 'y el ADN del bacteritfago lambda gt 11 silvestre. Se realizo la
transferencia tipo Southem y el filtro se hibrido con Ia sonda sintética

‘biotinilada obsewando marcada hibridacion en todoe los cariles, (ﬁgura

14B).



i

Figura 14. A. Electroforesis en agarosa 0.8 % usando TBE 1X.
Carriles: 1. ADN de lambda+Hind IX, 2. ADN de CILA 7, 3. ADN de CLLA
T+Bam H1, 4. ADN de E. histolytica, 5. ADN de E. histolytica+r Bamn Y1, 6. ADN
de lambda gt 11 silvestre, 7. ADN de lambda gt 11 silvestvet+Bam HI, 8. ADN
de CLA, 9. ADN de CLA 9+Bam HI, 10, ADN CLA 12+ Bam HY, 11, Carril
vacio, 12. ADN CLA 12, 13. Carril vacio.
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Figura 14 B. Southern blot usando una sonda sintética biotinilada: 1. ADN de
lambda+Hind II, 2. ADN de CLA 7, 3. ADN de CLA 7+ Bam H1, 4. ADN de
E. histolytica, 5. ADN de E. histolytica+Bam H1, 6. ADN de lambda gt 11
silvestre, 7. ADN de¢ lambda gt 11 silvestre+ Bam HI, 8. ADN de CLA, 9. ADN
de CLA 9+Bam HI, 10. ADN CLA 12+ Bam III 11, Carnlvacm, 12. ADN
pLA 12 , 13. Carril vacio.
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IV.8 Patrones de digestion de las clonas 7y 12 y de los
insertos respectivos
‘, De las clonas que hibridaron con la sonda sintética se escogieron
2:1a clona 7 y 12 asi como sus insertos respectivos para someterlos a
digestion con distintas enzimas de restriccion, para escoger las enzimas
adecuadas para dlgenr los insertos y el vector de secuenciacion. Se

“ensayaron 7 enzimas de restnccton Sal 1, SstI Pst 1, XhoI Bam Hl, Hind

My Pvull
En la figura 15 A y B se observa la dlge'suon' del ADN de la

" clona 7 y del inserto respectivo amplificado por PCR, con las enzimas: Bam

HI, Hind 11, Pst I, Pvu T, Xho Yy Sst 1. En la figura 16AyBsemuestmlos
patrones de digestion de la clona 12 y del inserto correspondiente, realizado

conlasxmsmasenmnasderesmccwnqueenlaﬁgum 15. Pamcompletarlos o

patrones de digestion de las clonas 7 y 12 y sus respectivos insertos se

inchuy una digestion mas con la enzima de restriccion Sal I (figura 17). De

las enzimas de restriccion ensayadas se escogieron Sst 1y Sal I, para dlgem -

al vectory a los msertos en los expenmentos de secuenclaclén
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Figura 15A. Electroforesis en agarosa 0.8 % usando TBE 1X como amortiguador.

Carriles: 1. ADN de lambda+Hind II1, 2. ADN de lambda gt 11, 3. ADN de
CLA 7, 4. inserto de CLA 7,5, ADN de lambda gt 11-+Bam HI, 6. ADN de
CLA 7+BamHl,7. mserto de CLA 7+Bam Hl, 8. ADN de lambda gt
11+Hind T, 9. ADN de CLA 7+Hind 111, 10.inserto de CLA 7+Hind 111, 11,

ADN de lambda gt 11+Ps¢ I, 12.ADN de CLA 7+Pst L, 13. lnserto de CLA

7+Pst1,14.ADN de  lambda +Hind 111

B.Carriles: 1. ADN de lambda+Hind 111, 2. ADN de lambda gt 11, 3. ADN de
CLA 7, 4. inserto de CLA 7, 5. ADN de lambda gt 11-+Pvu I, 6. ADNdeCLA
7+Pwu I, 7. inserto de CLA 7+Pvu 11, 8. ADN de lambda gt 11+Xhd ], 9.

de CLA 7+Xho 1 10.inserto de CLA 7+Xho I 11, ADN de lambda gt 11+Sst
12.ADN de CLA 7+S85t 1,13 inserto de CLA 7+Ss5t1, 14.ADN de lambda. sziml }
IIL
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|
f i Figura 16A. Electroforesis en agarosa 0.8 % usando TBE 1X como ainom'guador.
- Carriles: 1. ADN de lambda+Hind 11, 2. ADN de CLA 12, 3. inserto de CLA
12, 4. ADN de CLA 12+Bam HI, 5. inserto de Ia CLA 12+Bamn H1, 6. ADN de
o CLA 12+Hind 111, 7, inserto de CLA 12+Hind 111, 8. ADN de CLA 12+P5¢ 1, 9.
- inserto de CLA 12+Pst I, 10.ADN de lambda +Hind 111,
e B.Carriles: 1. ADN de lambda+Hind 11, 2, ADN de CLA 12, 3. inserto de
@ CLA 12,4. ADN de CLA 12+Pyu 11, 5. inserto de CLA 12+Pvu 11, 6, ADN de

! CLA 12+Xho 1, 7. inserto de CLA 12+Xho 1, 8.ADN de CLA 12+5% 1, 9.
g | inserto de CLA 12+Ss7 I, 10.ADN de CLA 12+Eco R, 11. inserto de CLA
| 12+Eeos R, 12. ADN de lambda +Hind 111 '
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" Figura 17. Electroforesis en agarosa 0.8 % usando TBE 1X como amortiguador.
ol Carriles: 1. ADN de lambda+Hind 111, 2, ADN de lambds gt 11 silvestre, 3
ADN de CLA 7, 4. ADN de CLA 12, 5, inserto de CLA 7, 6. inserto deCLA
L 12,7. ADN de lambda gt11 silvestre +8al T, 8. ADN de CLA T+Sal 1, 9. inserto
iy de CLA 7+Sal L, 10. ADN de CLA 12+8al X, 11. inserto de CLA 12+5al1, 12,
A | ADN lambda-+Hind IiL,
i
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IV.9 Secuenciacion de las clonas
El analisis de la secuencia de las clonas 6,7, 8, 11, 12y 13 se
realizé usando el programa Fasta con los datos del Banco de genes
(GenBank) (figura 18). Se encontr6 que las clonas 6, 7 y 8 contenian el
60.3 % de la secuencia del ARNr 18S de la subunidad menor de
ribosomas de eucariontes con una identidad de 95.2 % (figura 19).
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Clona g
gcgcetattgacacaacacggaaactaccaagaccgaacagtagaaggaatga
cagattaagagtctticatgatttattgggtagtggtgcatggeegtintiagtiggtyg
aglgattigtcaggttaaticcggtaacgaacgagactgaaacctatiaattagtittc
tgcctataagacagaaatgiicgcaagaacaggtgegtaagtaccactticttaaa
gggacacatticaatigicctattttaattgtagtiatctaalitcggttagacctctittaa
cgigggaaaaagaaaaagaaaacce

Clona 7

gaattcgggtctatcaatcagttggtagtatcgaggactaccaagattataacggat
aacgaggaatiggggitcgacatcggagagggagctttacagatggctaccactt
ctaaggaaggcagcaggcgcgaaattacccactitcgaatigaagaggtagtga
ccgacacataactctagaattgagtaaaatcaatictigaaggaatgagtaggag

gtaaatctcctacgaatcaatigagggceaagtctggtgcageagecgegtaatice ‘

agctccaattagtgtatattaagugctgtgattaaacgctcgtagttgaattaaattgt
tatacatt

Clona 8
gggattatatgctgatgttaaagattaagccatgcatglgtaaqtalaaagaccaa
gtaggatgaaactgcggacggcticactataacagtaatagtttcttiggttagtaaa
atacaaggatagctitgtgaatgataaagataatactigagacgatcagtitgtatta
gtacaaaalggccaaucattcaatgaattgagaaatgacttctaactcagtlagga
tgccacgacaattgta _

Clona 11

taattgaclcncacggaaacttaccaagcctaacaagtagamntgaag |

ttaagagtictitcatgatttatigggtagtggtgcatggecgticttagtiggtggagto

atigtcaggtiaaticcggttcgaacgagactigaaacciatiastiagttticigasac |

ctattaattagtittctgcctataagacagaastgticgcasgascaggtgegtasgt
accacttcttaaagggacacatitcaatigtc mtaattgtlgttltctnmmt

!agacctcttttaacgtgggaaaaagaaaaagaaaaccc

- Clona 12

gatgcngtgaacaagctaagaaagaagttcttcttcttagagngauctulcc

agaagataticatggattctitgitgctgaaggtatittaacctgcagaggaggeas
aaaacatcacacgcagctgicgitgctagaggtatgggtanaccatgtgittcagg
‘agctgaaggaattaaagitgatgtigetaagaaaatigctaagatiggaagectty

aagltcatgaaggagatatittaactatigatggatcoociggatgtgtctataaggg
agaagttcclmgaagaaccacaagttggatcaggatamoggnccatcnu
aatgggccaatgaaattaaaaagattggagtititgccaatgcagatcttccatcag

) ctgctaagaaagcccttgaatttggagclgaaggtattg actttgcagaacigaa
~ cgtatgttcaatgcagtigaaagcttccaaltgttgtcaagtgatictitcaaateeett
gaagaaagaaagaaatatcttaatgaacttatgccacttcaaaaacaagatttcat

tggattattgaagactatgaatggacttccaglcactgtcagacttcttgatccacca

-ttacatgaaltc

Clona 13

aatgtcagta!gaa‘ugcttaagcgcgggttaacggcggagtaactatgactctcﬁ

aaggtagccaaatgcctegteatctaattagtgagictcatgaatggateacegty -

attcccactgteectatclgea atctaglgaaaccacagtcaagggaacgggctlg

- attggaacggcggggaaagaagaccctgtigagettgactctaatttatcatgtga -

aatcgattttttggtataggctaggtgggagacmgtcaaacgtgtaataccaccac
tagaaatactatttcacccc :

Figura 18. Secuenci:'?ls de nucléétidos de las clonas 6, 7,  8, 11, 12 y 13. |
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Por otro lado se encontré que el inserto de la clona 12
codificaba para una porcion de la enzima piruvato, ortofosfato dicinasa
(PPDK). El analisis de homologia de esta clona mostr una identidad de
58.5 % (644 nucleotidos), 56.2 % (625 nucledtidos) y 54.9 % ( 627
nucleédtidos), con la PPDK de Flavia trinervia, de Bacteroides symbiosus
y maiz, respectivamente. En el analisis de uno de las 6 marcos de lectura
se encontrd que codificaba para una secuencia de 184 aminodcidos, que al
ser comparada con el banco de datos NBRF/ PIR usando el programa

_ Fasta mostr6 una identidad de 49.4 % (178 aminoacidos), 48.9 % (180

aminoacidos) y 48.6 % (179 aminoécidos) con maiz, B. symbiosus y F.
trinervia, respectivamente. Estas secuencias de nucledtidos y |
amino4cidos correspondieron aproximadamente al 20 % de la secuencia
del gen o la proteina completa. La secuencia de 552 nucledtidos y su
posicion relativa a la secuencia reportada para maiz, B. symbiosus y F.

~ trinervia se muestra en la figura 20, (Saavedra, et. al., 1992).
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aggtamlcctgcagaggaggcaaalaacatcacacocngctothltgchoaggutgggtulccatgtomc

| aggagctqucgaattangttgatgttgctaagunttgctugaﬂggngccttgnoﬂcatgquagmm N : o

" F. trinervia

. Mafz g

 B.symbiosus

anu_ra 20 Secuenma y posxclon relatwa dcl ﬁagmento de la PPDK a la sec.uencla o
- reportada para mmz, B, symbzosus y F. trmerwa BRI R
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V. DISCUSION

La intencion de utilizar en este proyecto una biblioteca de
ADNCc en el bacteriofago lambda gt 11, que permitiera la expresion de la
informacion genética, fue por un lado poder aprovechar los anticuerpos
antiproteinasa que ya teniamos en el laboratorio para rastrear la o las
clonas de E. histolytica que codificaran para la proteinasa y por el otro

-tener una sonda de ADN que codificara para una region de la proteinasa

de membrana, que sirviera de prueba confirmatoria de que las clonas
seleccionadas por los anticuerpos eran clonas que contenian informacion
genética para la proteinasa.

Nuestros resultados fueron consistentes con el aislamiento de
clonas reconocidas por anticuerpos antiproteinasa (figura 8) y con la
hibridacion de una de las clonas (CLA 13) con la sonda dirigida hacia el
gen que codifica el extremo amino de la proteinasa (figura 9). La
hibridacion en punto (dot blot) del ADN de las clonas seleccionadas
confirmo la presencia de secuencias complementanas a la sonda de ADN
como lo muestra la figura 10.

Tratando de caracterizar el mserto que codlﬁcaba para la
proteinasa, se purifico el ADN de tres clonas (CLP 13.6, CLP 13.7 y CLP
13.3), los cuales se sometieron a electroforesis. Las 3 clbnas tuvieronun
comportamiento distinto, lo cual aparentemente fue contradictorio, ya que

habian sido seleccionadas con la misma sonda. Esto lo exphcamos |

pensando que se trataba de clonas portadoras de insertos de distinto
tamafio (figura 11A).Cuando la hibridacion se realizé directamente en el

- gel usando la sonda biotinilada, en los carriles correspondlentes se

observd un barrido en lugar de bandas definidas (figura 11B). Tratando de
extraer el inserto de las clonas, el ADN se someti6 a digestion con EcoRI

y Bam HI (figura 12A), y no se observo con claridad la escision del |
inserto. En la autorradiografia correspondiente se encontrd una banda de

- 3.2 Kb enel carril que contenia el ADN de la clona 13 digerida con Eco

RI, una banda de 4.2 kb el ADN de la clona 13 dlgenda con BamHly

~ una bandade 5.5kbenel ADN dela clona CLP 13.6 digerida con Eco RI _'

(figura 12B). \ |
La electrofore31s de los ADNSs de las clonas selecclonadas con

antlcuerpos sin digerir mostré patrones de migracion muy similares (CLA
'5,CLA6,CLA7,CLAS,CLA9,CLA11,CLA 12,CLA 13y CLA 14),

En este gel también se mcluyo ADN del bacterlofago lambda gt 11
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silvestre, ADN de Escherichia coli Y1088 y Y1090, ADN de E.
histolytica, y ARNm total como controles (figura 13). El Southern blot
correspondiente a este gel se hibridd con la sonda biotinilada y se
observaron bandas claras de hibridacion en los carriles correspondientes a
las clonas. Sin embargo, llama la atencion que los carriles que contenian
ADN del bacteriéfago lambda cortado con Hind 111, ADN de lambda gt
11 silvestre y ADN de E. coli Y1088 también reaccionaron con la sonda
biotinilada. Por otro lado los carriles correspondientes al ADN de E.
histolytica y al ARNm total no mostraron bandas de hibridacién(figura
14). De las clonas del experimento anterior se selecccionaron 3 (CLA 7,
CLA 9 y CLA 12) que fueron tratadas con Bam HI. Asimismo se
incluyeron como controles ADN de E. histolytica y ADN del bacteriofago
lambda gt11 silvestre, los cuales también se digirieron con Bam HI. En
este caso las clonas también mostraron patrones de restriccion muy

- similares consistiendo de 2 bandas principales y otra de menor intensidad.

Una de las bandas principales tiene un tamafio de 23.1 kb y la otra de 6.5
kb, mientras la banda de menor intensidad mostr6 un tamafio de 10 kb. La
hibridacion del Southern blot correspondiente a este gel con la sonda

“biotinilada mostré bandas préctlcmnente en todos los camles mcluyenda

los controles.
Para aclarar esta confusnon dec:dlmos secuenciar algunos de
los insertos de las clonas seleccionadas, encontrando que tres de las

clonas (CLA 6, 7 y 8) tenian homologia con el ARNr 18S dela subumdad- -

menor de los nbosomas eucarionticos. Es 1mportante recalcar quehastala
fecha son las unicas secuencias nucleotldlcas reportadas para ARNr de E.
h:srolynca HM1: IMSS, ya que los que se han secuenciado corresponden
a ofras cepas de E. h:stolyt:ca (Que and Reed, 1991). La secuencia

~ parcial de otra clona (CLA 12) mostré homologia con las PPDK de maiz. |
- (Matzuoka, et. al., 1988), de F. trinervia (Roshe, et. al., 1990) y con B.

symbiosus (Pocalyko et. al., 1990). Estos resultados obtenidos de fas
secuencias fueron totalmente Jinesperados. Lo que nosotros esperabamos

~ era obtener secuencias homologas ala porclén dela protemasa de
- _membraua secuenciada parcialmente (Luaces and Barrett, 1988) o bien

alguna secuencia correspondlente a las otras proteinasas de cisteina .
solubles de E. histolytica, ya que se ha observado que las protemasas de

cisteina tienen regiones conservadas (Eakin, et. al,, 1990).

Buscando una explicacion a los resultados antenores nos
planteamos que probablemente la tabla de uso de codones que usamos

- para dlsena;r la sonda no era representatwa, ya que fue obtemda de 1os 2
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genes de E. histolytica que se habian secuenciado hasta 1989 (Edman, et.
al., 1987; Huber, et. al., 1987; Huber et. al., 1988). Aun sin embargo,
comparando nuestra tabla de uso de codones con las tablas elaboradas
con un namero mayor de codones (4455 codones, Char and Farthing,
1992; 4680 codones, Tannich and Horstmann, 1992), no encontramos
diferencias importantes, que nos pudieran explicar los resultados
obtenidos. | |

Al hacer una comparacion de la secuencia amino terminal de
la proteinasa que usamos como base para diseiar la sonda (Luaces and
Barrett, 1988) con la secuencia reportada posteriormente (Tannich, et. al.,
1991) encontramos una diferencia en tres aminodcidos y seis aminoacidos
que no identificaron Luaces y Barrett, haciendo un total de nueve
aminodcidos. Esto quiere decir, que desde el inicio solo teniamos correcto
el 50 % de la secuencla de lasonda.

. 1 2
123 456789 012 34567890

1 XPESVDXRQ XGXVTPYXXQG

o APKA-VDWR‘KKGKVTPYRDQG

- Figura 21 Comparacnon de la secuencia de ammoacldos del extremo amino temnnal

dela histolisina de Luaces and Barrettt 1988 Yy la protemasa de Tanmch et.. |
al,, 1991 | | T

Por otro lado al comparar la secuencia de nucleétxdos de o -

-_nuestra sonda correspondxente al 50 % de amino4cidos que si coincidian, |

con la secuencia de nucleétidos reportada por Tannich, et. al, en 1991,
encontramos diferencia en el uso de codones, en los cusles E h:stolynca -

~ nousélos ¢ que predema la tabla, sino que uso Otros que Son menos -
. representatlvos lo que redujo de manera dmistwa la especnﬁcldad de
| nuestrd sonda, (ﬁgura 22) | .

s
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| 1 2
2 5 6 § 01 3 4 5 9 0
I P V D R G V T P Q G
I CCA GIT GAT AGA GGA GTT ACT CCA CAA GGA
I GGT CAA CTA TCT CCT CAA TGA GGT GIT CCT
IV CCC GTA GAT AGA GGG GTA ACA CCA CAAGGG

~ Figura 22. Comparacion de la secuencia de nucleotidos entre la sonda y d gendela

| proteinasa. I. Aminoacidos que coinciden entre la histolisina y la proteinasa, IT'y
IIT secuencia de la sonda sintética y IV Secuencia de nucleéudos del gen de la
proteinasa.

| Aun asi, no tenemos una expllcacwn a las seﬁa]es posntlvas de
hibridacion de las dlstmtas clonas selecclonadas
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VI. CONCLUSIONES

Creemos que los resultados obtenidos son importantes, ya que
las secuencias de las clonas 6, 7 y 8 que codifican para el 60.3 % del
ARNr 18S de la subunidad menor de los ribosomas eucarionticos, eran las
tiinicas secuencias ribosomales reportadas hasta 1992 para E. histolytica
HMI1: IMSS, ya que las existentian en la literatura correspondian a otras
cepas de E. histolytica. El hallazgo de una clona que codificaba para una
porcion de la PPDK, también fue sorprendente, ya que esta enzima sélo
se habia descrito en plantas y en algunas bacterias en lugar de la piruvato
cinasa, y no se conocia su presencia en parasitos del tipo de E.
histolytica, (Saavedra, et. al., 1992). Esta informacion viene por un lado a
aclarar parte del metabolismo energético de esta amiba y por otro lado
abre la posibilidad de encaminar estrategias terapéuticas hacia la
inhibicion de esta enzima ya que no se encuentra en la via glucolitica de
células eucationticas, por lo que seria un tratamiento muy especifico.

Haciendo una revision retrospectiva de nuestro planteamiento
para abordar este problema, creemos que fue vilido y sigue siendo
vigente, ya que casi simultaneamente otro grupo en Alemania también
abord¢ el mismo problema siguiendo una estrategia inicial similar a la
nuestra, es decir realizar un tamizaje inicial de la biblioteca de expresmn
usando anticuerpos, y pudo clonar y secuenciar el gen que codlﬁca para la _'

proteinasa antes mencionada, (Tanmch, et. al., 1991).

Reflexionando sobre el disefio de la sonda, encontramos

- deficiencias. Primero, en la secuencia de aminodcidos del extremo amino
terminal de la proteinasa, ya que no era la mds correcta. Segundo, enel

uso de nucleétldos que propusnnos para E. hmtolyt:ca no fue el mas

- adecuado, ya que esta no siempre utiliza los codones mas representatlvos

Tercero, la sonda era relativamente muy grande (60 nucleotldos)

‘cabiendo la posxbnhdad de que presentara regiones de estructura

secundaria, disminuyendo asn las posibilidades de hibridacién especlﬁca,
(figura 21). La experiencia anterior nos dejo varias ensefianzas:

1. Estar 100 % seguros de la secuencia de ammoacldos hacla la cual vaa
estar dirigida la sonda. - - |
2. De ser posible seleccionar secuencias de almnoac:ldos conservadas |

3. Sintetizar mezclas de ohgonucleotldos de menor tamafio (10-15
nucleotidos), utilizando todas las posnbles combinaciones de uso de

codones del organismo en cuestion.
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4. Verificar tan pronto como sea posible aquellas clonas que mostraron
seiiales positivas, a través de la secuenciacion.
5. Este trabajo sirvié como base para desarrollar 1a metodologia de
biologia molecular en el laboratorio del Dr. Pérez-Montfort, como una
estrategia de punta para el analisis molecular de distintas proteinas.
‘Finalmente, no se cumplio con el objetivo original de clonar el
gen que codificaba para la proteinasa de bajo peso molecular, ni ninguna
otra proteinasa de cisteina, a pesar de que al contrastar la sonda sintética
en el banco de informacién GeneBank, se encontré que tenia cierto grado
de homologiacon algunas proteinasas de cisteina. En esta comparacion,
también observamos que no muestra ninguna homologna con las
secuencias de ARNr. ,
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Abstract

We lsolaled a clone from a lambda gt1! cDNA lbrary of
E. histolytica, subcioned Iis insert In the vector pTZ18R
and sequeaced it by the method of Sanger. Sequence
comparison with Genbank andof the corresponding amino
acld sequence with the NDRF/PIR data bank using the
FastA program, showed hamologles between 54.9 and

Introduction

~ Casbohydrate metabolism in the protozoan E. histolytica differs in
some aspects from that of many'asrodic™ organisms (1). In the
.l)colyuc palhway the Wans n of phosphoenolipyruvate to
pyruvate is one of the two reactions of subsivate phosphorylation i in

which there is ATP producticn. In most sukaryotic organisens,

pyruvate kinase catalyzes this reastion by transferring the phosphats.
groupof phoapbocmlpymvub ADP, yhldinl ATP and pyruvais &
products, There is no pyruvais kinass present in E. histolytica (1), but

another enzyme dephosphorylaiss pheephoenolpyruvate. Soon after,

Hach and Slack described a new snayme fos the intssconversion of

vals in Wepical grasess
poried the identification and partial

as the subsyate, instead of ADP (3). This ¢ enzyme received e trivial
name, pyruvaie, ortbophosphats
dikinase (PPDK) (4). 1t catalyzes the followin; reaction:

Pholphocnolpymun + AMP +PPi= pyruvate + ATP + P

"Enzymes caulynnl e same reaction have been only dncribod in
Certain plants and basteria (2,4-7).

This work reporss the identifieation of a nuclectide uqmn« from
s comnplementary DNA (¢DNA) Ebrary of £ Mistol ytica which shows

- homology with the reported sequences for PPDK from maize, Flaveria

trinervia and Bacteroides symbiosus (5.

‘Materials and Methodl

cDNA hbrary The cDNA library of E hmat)nca strain HM|:IMSS,

prepared in lambda gtil, + Was a generous gift of Dr. h_auu Mezaand

~ This work was supported in pat by grant IN200289 from DGAPAUNAM,

(3). Resves ro- from whichsingle-swanded lemplaies were
nlluunuumm nl
Matolytice wephozoies, which satalysee the formation of pyruvelp
no-mwvummnumma
and ia which there is & dependence on AMP

dikinass or pyruvaws, pbosphats

58.5% for the nucleotides and betwoeen 48.6 and 49.4% lor
the amino aclds with pyruvate, orthophosphate dikinases
from malxe, Flaveria trinervia and Bactereides symbiosus.
The sequence obtained for E. Aistelytics represents about
10% of ihe complets gene or prolsia sequence.

«xY worps: Pyruvate, Orthophosphate dak.mue PPDK, Pur-
tial sequence. E. quo.'ytim.

Dr. Masco Amomo Meraz (CINVES’I'AV IPN Miérico, D.F.). lu
conswuction has been described previously (8).

Polymaerase chain reaction (PCR) amplification. The EceRl-
EcoRl insert was amplified in 23 cycles as follows: denaturation fer
1 min at 94°C, alignment at 30°C for 3 mis, and polymerization 8t

72°C for 1 min. Wae used nuclectides that were specific for lambde
gt 1 and which have res®iction sites for the endonucleases Ssd sad
Sall (a kind gift of Dr. Abrabam l.mda. Instituto de hmulnhnu

. Biomédicas, UNAM, Mérico, D.F.).

Subcloning in pTZ 18R and | qumu 'l\c nnun wa i.-.l
with S5/ and Sefl and ligated into pTZ ISR (Pharmacis). The meamy-
binant vecior was used W wansform Escherichis coli TGl aalln (9),

del’ ’
the dadoony chain- tcwmuon mothod of Sanges (10) :

A clone was isolated from a cDNA libru'y of L‘. huldydu Mh'
HM L. IMSS pupand in lambda gt11 whose insm was -\'Hh‘ by _

 PCR, subcloned into pTZ18R and sequenced.

Homology ssarches of the sequence (633 nucllolld-) were por-

formed wilh (s data bank Genbank (releass 72.0) using W Peasts

program (11). The percentages of identity were 58.5, 6.2 and 349

_over 644, 625 and 627 nucleotide everleps wi‘ "DI fom 7.

trinervia, B. symbiosws and malds, respectively. I
Omoflhuixuulm.hmcoﬁhll otl“-hof

acids and was compared with the NBRF/PTR data bank (release 30.0)

also using the Fasta program. The percantages of ideatity were 49,4,

'48.9 and 48.6 over 178, 180 and 179 amino uﬂovwlapht-da.:‘ '

B. symbiosus and F. trinervia, respectively.
These sequences of nucleotides and amino aclds. -mqld 0

approximatsly 20% of the complews gene or protels sequesse. The
sequence of $52 nucleotides and their relative positios to the L

.

: saquencu!ormam.n :ymbm:mmd}' m:nmchlhwaln ﬂl e

»



aggtatittaaccigcagaggaggcasasaacatcacacgcageigicgtipclagagglalgggiaasccalgigtitc

aggagctgaaggaatiasagtigatgtigctangsaastigctaagatiggaagectigaagiicatgaaggagatattit

asclatigatggatcaactggatgtgictaiaagggagaagiiccatiagaagasccacasgtiggaticaggatamicgg
aaccatcttaasatgggccaatgaastiassaagatiggegtitttgccaatgcagatcticcatcagetigctaagaaage
cctigastitggagcigaaggtatiggacitigcagaacigaacgtatgiicaatgcagiigasageticcaatigtigicaag
tgatictitcaastccctigaagasagasagaaatatctisstgaaciistgecacticasaaacasgatticatiggattatt
gaagactatgaatggacticcagtcactgicagactictigatccaccattacatgaatic

F. trinervia

Maize

8. symbiosqs

E. histolytica

Mgerel. P-ﬁdmhudommdﬂblmmzMuolytanudlocmondumdduuuoldhamolmfuth:ncazyms
Mmmhubulumdmmlyﬂ-n The § cddﬂugomuondnlcﬂndo.mkumolmchmuwopotuoul
to the leagth of \ba sequesces. Accession wmht Gea Baak LO3389. :

Discussion

'I\lnqmmuhowhl'i mlmﬁsmapmaﬂh. PPDK .

* . mquence of E. histolytica, becauss of the following reasons:

1. The sazyme bas bess partially purified from extracts of rapho-
soites (3).

3. The overall bomolegy of ibe E. Aisselylics sequence wilh that of
bestoria and plants is simailar 0 that shown betwesn the sequeacs of
PPOK of B. symbiosus and hees of maize and F. irinervia (7).

k § m.oqmulowamdmﬁ‘lhmb'y“o&& .
segments of very low hamology. just as & occurs between the

sequeace of B. symbissus and the two sequences of PPDK from plants

(7). Oms of the bomelegy sogments consaponds 10 he pglen
uu‘&-mumua‘:m
nvelvedinie reastion thet sage-

(COMISRAAVVAR) is identical in the Gres

gones soqueneed
and cowneponds o anine ssids 43010 461 in B. symbisns,

Apovbdy
530 0 341 In F. wivervie, md 324 333 Ia maise (3-7). The

w (smine asids 9 10 18 of he
 fragment) bs

hKW)

ey Mammuﬁuummmmmmm'

ssquenses, which wonins ecids 30 61,112
=124, aad 172 ©0 104 in the sequonved Mn.loum
alse very conserved i the olher thewe '

QUIaNeS. -
Onthlubol'wcvlhnmnnmu.hdommapm |

of &e sequense codiag fev PPDK of £. Nastolyrice.
PPDK is e mhbmatpmmydc

plaan. nmmmmumuﬁmpm»«num _

shermgnii, Acetebucser mylimen, Rhodospirillum rubrum and B.

oymbissws. The studins ou strechure, regulstion sed mechanism of |
with enzymes from suger cans, maizs, /.
was dissov-

hm:trb.; ‘symbivens. Bvea though this
’ wd D ue. Bvea ongyme
od almost simultansowsly ia planis, bacteria, and K Misnelytice, Litthe

time. Sisos the eazyme
Mstolytica, s is sbasst from iu sstural 20d upnhnul bosta,

phesgheryintisa/bsphespherylstioe ,
intes the estivatine stete In e plamt cazyme (6). This segesace , 4 Ree seves RE, Mengies RA, Hiw DS. The

‘whish is idontical in 9 of Be 12
m&adhnmmﬂummfaﬂudu_

- PEP-ulilizing enzymes. Identification of potential

o8 he YO0 SRLYMS Jince Bt
Is imgportant ia the productica of ATP for £

selective inhidition of this enzyme may lexd w inhibition of growth
and psrhaps 10 altsrnati ves for prevention or treastment of amebiasis. -
The slucidation of the complets sequence of this enzyme might alse
shed soma light on the svolutionary relationship b-twun centain
groups of plmll and bu:um snd E. hi:rol}vrlca
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