S ’ =4 = R,
d =
s "’ o

e

FACULTAD DE CIENCIAS
UNAM

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DX MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

CARACTERIZACION DE UNA PROTEINA DE
ESTRES DE 16 kDa (HSP16) DE Entamoeba

histolytica

T E S 1 S

QUE PARA  OBTENER EL TITULO DE:

B 1 o L o G A
| 4 R 3 S € N T A :
CELIA CABALLERO FRANCO

-2NT s

Iy

PaM

LS - e
P N
5\“ o .A R ‘::“‘
[ - e
DIRECYOR DETESIS: DR. PEDRO OSTOA SALOMA
= : i




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



VAIVERAPAD NACJONAL
AVT2eMA TE
MEeznico

M. EN C. ELENA DE OTEYZA DE OTEYZA
Jefa dela Divisi’&n de Estudios Profesionales de la
Facultad de Cicncias

Prcesente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trubajo escrito:

Caracterizacién de una proteina de estrés de 16kDa (HSP16) de Entamoeba histolytica

rcalizado por Celia Caballero Franco

con niimcro dc cucnta 9314047-2 , Qui€n cubri6 los créditos dc la carrcrade . Biologia

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atcntamente / P
4
Dircctor dc Tcsis
Propictario Dr. Pedro Ostoa Saloma
Propietario Dr. Juan Pedro Laclette San”Roman
Propietario Dra. Luisa Alba Lois
Suplente Dr. Julio César Carrero Sinche
Suplente

M.enC. Laura Vargas Parada

FACULTAD DE CIEN
CIAS
Consejo Depa; ental de pigy0p5a UN.an

- DRA. PATRICIA RAMOS MORALES

DEPARTAMENTO
DE BIOLOGIA



A mi mams#, con m‘uch‘o carifio y admiracién
porque siempre confiaste en que lo lograria, gracias por tu apoyo

A mis hermanos: Mely y:David, los quicro mucho

A mami Mely gracias por tu cariiio y tu apoyo incondicional

nspiracion.




AGRADECIMIENTOS

Ofrezco de antemano una disculpa si por falta de espacio no menciono a todas las personas que de alguna
manera han influido en mi formacion personal y profesional.

Mis mas sinceros agradecimicntos a la Universidad Nacional Autonoma de México por permitirme hacer
uso de sus instalaciones para poder realizar mis estudios en forma gratuita.

Agradezeo al Dr. Pedro Ostoa Saloma por tener la paciencia de guiarme en ta realizacion de mi tesis. de
igual forma agradezco al Dr. Julio César Carrero por brindanme su apoyo y experiencia para la realizacion de
este trabajo. Al Dr. Juan Pedro Laclette por revisar mi tesis y también por integrarnme a su grupo de trabajo y
permitirme ¢l uso del instrumental, reactivos y equipo de su laboratorio para realizar mi trabajo. A Ia téenico
Patricia de la Torre por ayudarme a secuenciar el gen HSP16Eh. A Mantin Garcia Varela por ayudarme a
hacer los alincamicntos de la secuencia del gen y a Pavel Petrossian por sus acertadas observaciones que
ayudaron i la clonacion y expresion del gen.

Agradesco a Alfonso Olivos Garcia ¥ a Mario Nequiz Avendano del Departamento de Medicina
perimental del Hospital General del Laboratorio del Dr. Ruy 1%rez Tamayo, por proporcionamos las
nibas que se utilizaron en este estudio, de igual forma agradezco al téenico Augusto Gonezalez Canto por
ayudarme en los muchos intentos de puriticacion de la proteina expresada.

A mis companeros de laboratorio: Anita (por sus conscjos técnicos y compaiia), Martin, Haydeé @ |
Carlos, Dayanita, Pepe, Rimma, Paty, Fela, Margarita y no podian faltar los asociados Pedro y Julio por sus
consejos y por hacer mi estaneia muuuuy agradable.

A Laura Vargas por su clase que fue de gran ayuda e inspiracion en el extraio camino de la Parasitologia
Molecular.

A la Dra. Luisa Alba Lois por su atenta disposicion de revisar mi tesis.

Agradezco en forma especial al Dr. Armando Isibasi por permitinme trabajar en su laboratorio durante la
realizacion de mi servicio social. A Rosita Salazar por ensefarmic a trabajar en un laboratorio y enseflarme
técnicas celulares que serdn de gran ayuda en ¢l futuro. A los compaieros que en ese tiempo compartieron su
tiempo conmigo: Ismacl, Genaro, Danicl, Gaby, Héctor. Manucl, Carmen, Wendy y Norma. Al Dr.
Constantino Macias por su dispoesicion de ayudarme con los tramites de la beca de CONACYT.

Al Dr. Edgardo Escamilla y a la Dra. Martha Coutreras por me lo el 1 del trabajo de
faboratorio.

Al Programa de Becas de Tesis de Licenciatura (PROBETLEL) por ayudarme econdémicamente durante el
desarrollo de mi tesis.

A toda mi famitia por su apoyo y confianza en mi jGracias!, a mis henmanos Mely y David (los quicro
mucho), a Gaby que aparte de ser prima, es complice y amiga. A mi mama (sin ti no lo hubicra logrado) y a
mama Mely, gracias por su carifo y apoyo

A mis amigas incondicionales: Tisha, Jos ¢ ltzel, y o todos, que por falta de espacio no puedo mencionar,
han hecho mi vida millonaria....jjjlos quicro muunucho!!! y agradeceré cn persona sus detaltes.




CARACTERIZACION DE UNA PROTEINA DE ESTRES
DE 16 kDa (HSP16) DE Entamocba histolytica

iNDICE
1. INTRODUCCION
Entamoeba RistOIYHC. .........cocooii ittt e r e e e s s e 1
Clasificacion taxonomica ...eviiieerieieeernsccsiiienee eeeretstratiertati e sestsstraaesaniiasiaseerrrnsenaren 1
EpIdemiolOginn ettt ss st s s rsesie s s eb e sas s s rae e sb s amnraer et st asts b srasen 2
Morfologia de E. NStOIVICA .......oiviieiiiiiiiviiiiiiiiniinniiiieinessieeaneeeceansesnasenenns cerreenaeeaes 3
CHelo e VIR weoceerceeeneeeeeaeeeessesennie ieen e neieb et enee e b e e s st e st nee 5

Expresion de HSPs en parasitos

Proteinas de estrés (HSPs)

Inmunologia de las HSPs

Otras funciones no chaperonas de las HSPs ..

11. OBJETIVO...........
111. HIPOTESIS

IV. METODO

i) Obtencion del gen HSPIG6EQ

ii) Preparacion de células competentes




iti) Clonacion del gen HSP16ER en ¢l vector pET23a

......................... 15
iv) Correccion del marco de lectura del plasmido pET/HSP16Eh... ... iviiininnniinniiniin 17
v) Transformacion de baterias E.coli BL-21 COMPEICIICS...ccivriiniiiieensiiessesesionnsssneesnie 18
vi ) Expresion del producto del gen HSP1IOEh... vttt vniciniannaeeeee 18
vii) Electroforesis det producto de la expresion del gen FISPIGEh.....oiiiiiiniiiiiiancinnnne. 19
viii) Respucsta a estrés térmico en E. AiSI0IYHCA.......oovciierennnniniiiciiiieniiniinsntcanniaeasenecsns 20
V. RESULTADOS

Aislamicnto y secucnciacion del gen HSPIOGE ... riiinniiiinncccrecnneecnnneieanee 21
Alincamiento multiple del gen HSP16Eh con otras sccucncias de sSHSP....iccciiiiiniiad 23
Expresion del gen FISP16Eh cn el vector de expresion pET.................. . .25
Electroforésis de las fracciones CelUlares. it s eaeas 26

Induccidn del gen HSPI6Eh en E. histolytica por estrés calérico
Andlisis de imagenes.....oaee.

28
VI DISCUSION. o eeiieteeeeesvinssetessresineesssestessstressessssesssssassssssssisnsns iresssarerenissenen 30
Vil. CONCLUSIONES ...... 33
GLOSARIO ... .34

REFERENCIAS,

...... 37



1. INTRODUCCION

Entamoeba histolytica

Existen alrededor de 45,000 especics conocidas de protozoarios de las cuales 10,000 de estas
son pardsitas. Los protozoarios pueden separarse en cuatro grupos dependiendo de su modo de
locomocion: protozoarios flagelados, amiboideos, ciliados y esporozoos.

Entamoeba histolvtica es ¢l agente causal de la amibiasis, Se encuentra en el grupo de los’

protozoarios parasitos amiboideos cuya locomocion se lleva a cabo por medio de pscudopodios (41).

Clasificacién taxonémica

L.a sistemadtica de los cucariontes amiboideos atn no esta totalmente definida. £, hisrolvtica ha

sido considerada por algunos autorcs como una rama temprana del linaje cucarionte ya que

aparentemente no presentaba organclos como la mitocondria, peroxisomas, reticulo endoplismico
rugoso. y aparato de Golgi ademas de tener un metabolismo  glicolitico.  Muchas de  estas
caracteristicas soh compartidas con otros protistas amitocondriados denominados Archezou (32).

Sin embargo, recientemente se ha demostrado que £ histolytica tiene un organclo criptico que
corresponde a una mitocondria rudimentaria (34), asi como genes que estin relacionados con ¢l
transporte vesicular de reticulo endoplismico y aparato de Golgi (4).  lo que demuestra que K.
histolytica posee dichos organelos, aunque con caracteristicas particulares de un cucarionte de linaje
temprano.  En 1998 sc¢ revisa la posicion filogenética de E. histolytica y sc clasifico de la siguiente
forma (32):

Reino Protozoo

Subreino Neozoa

Intrarcino Sarcomastigota

Phylum Amocbozoa

Subphylum Conosa

Clase Lobosea

Orden: Amocbida



Por mucho tiempo sc pensé que existian dos cepas diferentes de £. histolytica. Una dc cllas se

- presentaba-como comensal habitando el intestino grueso sin causar dajlo aparente y sin provocar

sintomas, micentras que la otra era mas virulenta, provocaba disenteria amibiana y podia migrar a otros

organos causando abscesos que finalmente podian llevar a 1a muerte del paciente. Se plantearon
entonces dos hipotesis controvertidas que mantuvicron ocupados a los expertos por algan tiempo.

Una hip6tesis explicaba que E. histolytica ingresaba al hospedero y colonizaba ¢l intestino
grucso sin causar dailo, posteriormente (como lo hacen muchas otras especics de pardsitos) aparecian
cepas mas virulentas que causaban disenteria y abscesos. Otra hipétesis proponia que existian dos
especics diferentes de amibas que eran indistinguibles morfologicamente; una de cllas era avirulenta
micntras la otra era patdgena (42). Después de muchas investigaciones ¢n el aio de 1997 en ¢l X1
Seminario Internacional de Amibiasis  se  llegd al consenso de que en rcalidad se trataba de dos

especies diferentes. A la especie no patégena se denomind Entamoeba dispar y a la amiba patdgena se
denominé £ histolvtica (57).
“”

Epidemiologia

La infeceion causada por E. histolytica tiene un alto indice de mortalidad y morbilidad en cl
mundo. Es considerada por la OMS como la tercera enfermedad parasitaria en importancia despuds de
la malaria y la esquistosomiasis (57).

Sc estima que el 10% de la poblacion mundial estd infectada por E. dispar o por E. histolytica, o
que resulta en aproximadamente 50 millones de casos de amibiasis invasora y hasta 100.000 muertes
por afio. La prevalencia de infeccion amibiana puede ser tan alta como 50% en ciertas dareas de los

paises en desarrollo. Esto depende de habitos culturales, edad, nivel de saneamiento, hacinamicnto y
condicion socivecondomica (46).

E. histolytica es cosmopolita pero las tasas mas elevadas de infeccién amibiana ocurren en la
India. Atrica occidental, Lejano oriente y Centroamérica (46). En Nicaragua, estudios realizados en la
ciudad de Leon mostraron una prevalencia de infeceidn de 18.6% y de 23% de seropositividad. Los

cstudios serologicos realizados en la Ciudad de México indicaron que hasta el 9% de la poblacién
estaba infectada (46),

IZn general, la infeccion por E. dispar es 10 veces mas comun que la de E. histolytica. Asi la

amibiasis intestinal sintomdtica sc desarrolla en un 10% de los individuos infectados, mientras que la



infeccion invasora extraintestinal como el absceso hepatico amibiano se presenta en | de cada 100
pacientes que se infectan con £, histolytica (46).

Es importante scilalar que entre los muchos miles de individuos estudiados no sc ha reportado
que £ dispar cause la enfermedad invasora. Por consiguiente £ dispar no induce la produccién de
anticuerpos scrolégicos, mientras que la gencracion de una respuesta inmunce ©s una caracteristica
comtin de la infeccién asintomatica y sintomdtica por E. histolvtica (46). En arcas de endemicidad, la
prevalencia de individuos que son seropositivos es alta (a menudo el 25% de la poblacion), debido
aparentemente a casos de una remota infeccion por E. histolytica. Esta elevada frecuencia ha

confundido ¢l uso de la serologia para diagnéstico de la amibiasis invasora en dreas de endemicidad
(46).

Morfologia de E, histolytica

E. histolvtica Los

presenta dos estadios distintos en su ciclo dec vida: trofozoito y quiste.
trofozoftos habitan las criptas del colon ascendente en la luz del intestino grucso del hospedero. Esta
se considera la forma movil, mide de 9-30pum y pucede presentar una forma ovoide o irregular. El
trofozoito sc¢ divide por fision binaria. Posce un nicleo redondo u ovalado caracterizado por un
caviosoma central y cromatina periférica en forma de grinutos finos (figura 1); la membrana s muy
delgada. El citoplasma tiene dos zonas: un ectoplasma externo transparente y un endosoma con un
citoplasma granular lleno de vacuolas donde a menudo se observan critrocitos endocitados en varios
estados de desintegracion. El citoesqueleto se caracteriza por microtilamentos que se encuentran
inmediatamente después de la membrana plasmatica. Los trofozoitos desarrollan movimientos del
protoplasma con pseudopodios contrictiles que se componen principalmente de ectoplasma (41).

Ll prequiste es hialine, se caracteriza por la ausencia de materia ingerida en ¢l citoplasma,
contiene depasitos de glucogeno, ocasionalmente cuerpos cromatoides y aun no desarrolla la pared de
quitina (figura 23 (32).

Los quistes son esféricos u ovales, con una fina pared refrictil. Contiene grinulos finos, cuerpos
cromatoides ¥y una masa difusa  de glucdégeno. Su diametro promedio es de 12.5um. Los quistes
inmaduros tienen un solo nmicleo, al madurar, replican su genoma dos veces dando lugar a un

organismo tetranucleado (figura 3). Solo los quistes maduros son infectivos. Los quistes liberados en



las heces son los responsables de la transmisién de 1a infeccién y pueden sobrevivir en materia fecal
aproximadamente 8 dins a una temperatura de 20-34°C y durante 40 dias a 2-6°C (6).

Figura 1. Trofozoito de E. histolytica dorddc sc i Erstsmooba histolytice

aprecia el micleo con el cariosoma central y

cromatina periférica caracteristico de la especic. e
(P.W.Pappas & S.M. Wurdrop)
hitp//www.biosci.ohio-st fu/~p /ehistolytica.htem!

Trofoesito

Figura 2. Quiste i duro de E. histolytica
donde se pucde observar una masa condensada

de glucdgeno y que el nicleo atn no se ha dividido.

htip//www.biosci.ohi g/~ /ehistolytica.himi
Quistc inmaduro &~
oy P.W. Pappas and S.0. Wardiop)
Emrtamoeba histolytica
Figura 3. Quistc maduro de E. histolytica Owistc maduro

donde se aprecia que el nicleo sc ha dividido

dos veces y la pared del quiste ya estd constituida.

hiip//www . biasci.ohio-st Jua/- /chistotytica htm!
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(by P.W. Pappac and S.M.




Ciclo de vida de E, Itislolyﬁcn

E. histolytica comprende dos estadios para completar su ciclo de vida. La fase movil llamada
trofozoito y ¢l quiste la fase infectiva.

La infeccion inicia cuando el humano ingiere quistes maduros de E. histolytica cn alimentos o
agua contaminada con materia fecal humana. El quiste sc debilita al pasar por ¢l estdmago liberando
cuatro trofozoitos en el intestino delgado, los cuales migran al intestino grueso en donde se establecen.
Los trofozoitos sc alimentan de nutrientes contenidos en el intestino ¥y eventualmente bacterias.
Durante el desarrollo de la enfermedad los trofozoitos ingicren cdélulas epiteliales (coloncitos) y
eritrocitos presentes por lesiones causadas por ¢l pardsito (42).

En ocasiones E. histolvtica, migra via torrente sanguinco a otros Organos (principalmente el

higado) y se establece en cllos alimentindose de células del tejido provocando abscesos que pueden

llevar a la mucerte del paciente (41).

Los trofozoitos se dividen por fision binaria y, por factores aiin no muy entendidos, sc¢ enquistan
v abandonan al hospedero con las heces. Una vez que el trofozoito se enquista, divide su nucleo en dos

ocasiones dando como resultado un quiste tetranucleado (S) maduro e infectivo (32).

El ciclo de vida se completa cuando ¢l quiste ¢s ingerido por otro o el mismo hospedero a través

de la ingesta de alimentos o agua contaminada (figura 4). Se han identificado amibas de esta especic en
reservorios como primates, perros y gatos (32).



Figura 4. Ciclo de vida de E. Hisrolytica (1.aboratorio Liomont S.A de C.V. 1996)

Debido a la importancia del quiste cn el control de la infeccion, se ha tratado de estudiar al quiste
de E. histolytica in vitro, pero ain no se ha tenido éxito para obtenerlos cn cultivo (3). Asi, para tratar
de entender ¢l enquistamiento en E. histolytica se ha estudiado el enquistamiento de Entamoeba
invadens que parasita el intestino de reptiles.  Para inducir el enquistamiento dec este parasito sc

utilizan medios hipoosméticos 0 medios axénicos (libres de bacterias) deficicntes de glucosa (2).

El quiste, a diferencia del trofozoito, puede sobrevivir por largos periodos de tiempo fuera del
hospedero gracias a su pared resistente que lo protege de ambientes desfavorables y de la desceacién.

El quistc conficre resistencia a la amiba para abandonar a un hospedero y sobrevivir al medio




iunbicnlc ‘externo antes de. infectar otra vez. W Ln pnred dcl qunslc csta compucsm pnncmalmcntu de

quitina quc sélo se sintetiza cn cl qulslc (7 8)

El qunbtc cs p'\rte fundnmcnml dcl ciclo; dc vnda dc E. Iurlolym:a ya que, ademas de ser Ia fase

infectiva del’ pur'\sno mmblcn reprcscma cl mcdno de dwcmmumon de la amiba.

l.os mecanismos o

sefales qun. estimulan cl anulsmmlcnto aun no t.sltin blcn entendidos.

Expresién de HSPs en parasitos

" En parasitos, las proteinas dc cstrés (HSP) juegan un papel muy importante en los procesos de
diferenciacion y adaptacién a sus hospederos. Los parisitos deben tolerar condiciones de estrés cuando
pasan de un ambiente a otro, en donde no sélo se enfrentan a cambios fisicos como la temperatura,
sino también a cambios quimicos como de plHl

osmolaridades del ambiente (31,33).

y cambios fisicoquimicos como diferentes

Por ejemplo, sc¢ ha obscrvado que cl incremento en ia temperatura en cultivos de promastigotes

de Leishmania sp. induce la sintesis de diversas HSPs y también induce la diferenciacion al estadio de
amastigote (26).

Esto también sc ha observado durante ¢l enquistamiento de trofozoitos de Giardia sp.,

Durante ¢l enquistamiento de Giardia lamblia sc
reportado la expresion de diversos antigenos, entre los que se encuentran algunas HSPs, Con
anticuerpos se lograron identificar HSP de 65, 68, 82 y 92 kDa. Ninguna de¢ estas proteinas se expresa

cn trofozoitos controles, lo que sugicre que

Naegleria gruberi y Entamoeba invadens (27,33).

ha

pucdan estar directamente relacionadas con el
enquistamiento (33). En E. invadens se ha reportado que un grupo de proteinas denominadas BiP que

estan relacionadas con el enquistamiento y  también con la expresion de HSP70 en condiciones de
estrds térmico (27).

Se ha reportado que las proteinas de estrés estdn involucradas en la virulencia de los pardsitos.
Iin Listeria sp. se pueden distinguir especies virulentas con ayuda de las HSPs, las especies virulentas

sintetizan cerea de sicte HSPs adicionales con respecto a las especies no virulentas (33).



Proteinas de estrés (HSP)

Las proteinas consisten de una sccuencia unica de aminoacidos unidos por enlaces peptidico
formados por la condensacion del grupo carboxilo (COOH) de un aminodcido y el grupo amino (Ni1»)
del siguiente (44).Conforme ¢l RNA es traducido, ¢l producto se va plegando  dependiendo de los
residuos de aminodacidos de la cadena polipeptidica formando estructuras conocidas como a-hélice y

B-plegada que se estabilizan con puentes de hidrogeno (43).

La transicion de dichas cstructuras a una protcina madura depende igualmente de la secuencia

polipeptidica y cstan implicadas uniones covalentes como puentes disulfure y uniones no covalentes

como enlaces ion

44).

icos, pucntes de hidrégeno, fucrzas de Van der Waals y fucrzas hidrofébicas

Algunas proteinas son capaces de adquirir su conformacion bioldgica activa espontancamente in
vitro, a lo que se conoce como autoplegamiento. Otras proteinas carecen de csta cualidad y pueden
adquirir diferentes conformaciones que no son dptimas para su funcidn, Para estos casos, la proteina
requiere de asistentes de plegamiento conocidas como proteinas chaperonas. Estas proteinas

intervienen Gnicamente durante el plegamicento y ensambilaje de las proteinas (43).

Cuando la proteina ha sido sintetizada y su estructura funcional ha sido modelada, pucde
enfrentarse a cambios fisico-quimicos que pucden desnaturalizarla. En estos casos existe un grupo de

proteinas denominadas proteinas de estrés o choque térmico (HSPs) que impiden que la proteina se
desnaturalice o bien ayudan a renaturalizarla,  Muchas de estas proteinas actian también como
chaperonas (43).

Son conocidas como proteinas de cstrés o choque térmico debido a que su expresion v funcion
fucron determinadas en principio como una respuesta de la célula a estrés térmico. Su  produccion
minimiza ¢l daiflo causado a las proteinas debido a que les ayudan a plegarse y a mantener su
conformacién natural (43.20).



Las proteinas HSP sc agrupan en cinco familias
pendiendo de su peso molecular: HSP100,
HSP90, HSP70, MSP60 y las HSP pequeiias
(sHSP) que van de 12-42 kDa (43). Estas ultimas,
que se caracterizan por formar grandes estructuras
multiméricas, actian como chaperonas in vitro ¢
intervienen en termotolerancia in vivo (figura 5)
(15).

Figura 5. Modelo tridimencional de
sHSP de
Methanococcus jannaschii
(Nature (1995) 393 $09-604)

Algunas de las proteinas pequeiias de cstrés (sHSP) poseen una secuencia altamente conservada
de aproximadamente 90 aminodcidos homdloga a las proteinas HSP del cristalino de vertebrados (37).
Esta region es conocida como “dominio a-cristalino™ y a las proteinas que lo ticnen se les llama
proteinas de cstrés a-cristalinas (HSP  a-cristalinas). Este dominio e¢s importante ya que csta
rclacionado con la funcionalidad de estas proteinas a través de su participacion en la formacién de los

complejos multiméricos que intervienen en conferir termotolerancia in vivo y actuar como chaperonas
in vitro bajo condiciones de estrés (15).

Inmunologia de las 1ISP.

Por algun tiecmpo se¢ pensd que las HSPs, por ser intracelulares, no causaban ningun efecto
extracelular; sin embargo se han encontrado cste tipo de proteinas asociadas a la membrana
citoplasmiitica de células cucariontes, por ejemplo, se ha localizado la hsp60 asociada a 1a membrana
de ovario de hamster, en células tumorales como la linca CEM-SS (linfocitos humanos CD4+) (19) y
cn células de bazo de raton infectadas con Listeria monocyrogenes (48). También se han encontrado

HSPs en forma extracelular pero aun se desconoce el mecanismo por el cual las células pueden
seeretar este tipo de proteinas (52).



Por otra parte, se sugirido que debido a la gran similitud entre las HSP de diferentes especies, su
inmunogenicidad era muy baja, pero recientemente se han hecho estudios en los que se prucba la
existencia de una respuesta inmune especifica mayor a la que sc esperaba.

Sc ha reportado que en ratones infectados con Adycobacterium tuberculosis, mas del 20% de las
clonas rcactivas de linfocitos T responden a la HISP de 60.2 kDa de esta bacteria y aunque muchas
1SPs se liberan durante la infeccion, ya sea por la respuesta inmune y la lisis celular, la respuesta es
especifica contra a HSIPP60.2 de Mycobacterium (49).

Sin cmbargo, ahora se picnsa que en la génesis de enfermedades autoinmunes tales como
artritis rcumatoide, lupus critematoso y enfermedad de Crohn estda involucrada  una reacciéon
cruzada con HSP's humanas que s¢ encucentran en la superficie del tejido (19).

Con datos como estos se abre un campo nuevo de investigaciéon con las HSP. Se han realizado
nuevas investigaciones que arrojan datos que sugicren la participacién de estas proteinas en muchos

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

Otras funcioncs no chaperonas de las HSP

Aparte de la funcidn bien conocida de las HSPs como asistentes de plegamiento o chaperonas,
ahora también se les han atribuido otras funciones.

En la bacteria dctinobacillus actinomycetemcomitans se ha reportado que la HSP 60 asociada a
membrana actia como adhesina (19) y en Mycobacterium se ha encontrado que puede formar poros

en membranas (50). Con esto se propone que las chaperoninas pueden ser otra clase de determinantes
virulentos capaces de provocar patologia tisular.

También s¢ ha reportado que la chaperonina GroES de 10 kDa es un factor que se expresa en
ctapas tempranas del embarazo (es denominade EPF por sus siglas en inglés). Dicho factor
inmunosuprime  a las hembras de modelos murinos para evitar ¢l rechazo o una respucsta inmune

contra ¢l feto. IEn suero de mujeres esta funcion aiun no esta bien esclarecida (19).
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El factor ncurotréfico activo-dependiente (ADNF por sus siglas en ingles) es una proteina

humana de 14kDa que es homoéloga a la HSP 60. Esta protecina inhibe la apoptosis neuronal in vitro en
neuronas humanas (47).

£n ratones se encomtrd que la HSP10 (pertencciente a la subfamilia de GroES) de M.
tuberculosis ¢s un factor de crecimiento de osteoclastos. £l sitio activo de esta funcidén radica en dos
regiones proteicas que interaccionan con la HSP60 (perteneciente a la subfamilia GroEL).Estas

proteinas juntas son reportadas como un complejo con funcién de chaperona (51).

Tal vez la funcion que ha causado mds interéds es la que relaciona a las HSP con la respuesta
inmune. Se ha sugerido que las HSPs pucden ser clasificadas como “"antigenos multiples” por la

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

Los péptidos derivados de chaperoninas pucden activar a células presentadoras de antigenos y
amplificar la presentacion de péptidos y la respuesta de linfocitos (21). lL.os primeros reportes se
hicicron con la HSP 60 de AL ruberculosis (que también sc ha referido como HSP 65). Esta proteina y |

otras HSPs pueden estimular la produccion de citocinas proinflamatorias de monolitos, leucocitos y
células epiteliales humanas (22,24).

También se han hechio estudios en modelos murinos que demuestran en diversos tipos de cancer
una reactividad serologica especifica a ciertos antigenos entre los que se encuentran la HSP70
acoplada a cicertos péptidos. Esto podria representar una propuesta terapéutica en contra del cancer (21)

debido a la capacidad que ticnen los péptidos acoplados a HSP de activar la respuesta inmune humoral
v celular,

Cabe mencionar que las diversas tunciones que ahora se les atribuyen a las HSP han sido
descubiertas por estudios  realizados en ISP de mayores pesos moleculares. Las  proteinas
pertenecientes a la familia de las sHSP y de las HSP a-cristalinas no han sido tan ampliamente
caracterizadas cn comparacion con las demas familias de HSP. Esto sugiere que la falta de informacion

al respecto se debe en gran medida a la falta investigacion en este ambito.
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Particularmente en E. histolytica son pocos los estudios que describen a las proteinas HSP y la
respuesta de £ histolytica a estrés. Solamente sc han caracterizado dos proteinas de la familia de las

HSP: HSPGO y HSP70 en estudios no relacionados con la respuesta a estrés del pardsito (18,25,38).
8olo existe un reporte referente a estrés realizado en E. invadens 'y E. histolytica que relaciona la

expresion de genes relacionados con el enquistamiento y la respuesta a estrés de la amiba (27).

Tomando en cuenta que durante su ciclo de vida £. histolytica esta sometida a diferentes tipos de

estrés, resulta interesante estudiar esta respuesta y la expresion de las sHSPs como parte de este

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

pesos moleculares con eventos inmunologicos y patologicos, resulta atractiva la idea de que las sHSP
podrian también estar involucradas cn otras funciones.



1I. OBJETIVOS

Caracterizar ¢l gen HSP16Eh de Entamoeba histolytica.
Expresar el producto del gen'HSP16Eh mediante un vector de expresién.

Expresar el gen HSPI6Eh en E. histolytica bajo condiciones de estrés térmico.

111 HIPOTESIS

El gen HSPI6Eh ticne alta homologia con genes reportados como genes
pertenccicentes a la familia de las proteinas pequeiias de choque térmico (sHSP), por lo
tanto, la expresion del gen se verd incrementada proporcionalmente al estrés térmico en

los cnsayos con E. histolytica.
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“1IV. METODO

i) Obtencién del gen HISPIGER

Se tamizé una librerin de expresién, cortesia de la Dra. Esther Orozco, CINVESTAV IPN, dc E.
histolytica de la cepa HM-1:IMSS con anticucrpos IgA de saliva de pacientes con absceso hepitico
amibiano. Se obtuvo la clona Sla 54 que contenia un inscrto de cDNA de 210pb que de acuerdo al
analisis de secuencias del GeneBank mostraba una similitud con una familia de proteinas {lamadas
Ciclofilinas. El plismido pBlueScript SK conteniendo el inserto fuc liberado del fagémido usando el

sistema SOLR-ExAssist (Stratagen,USA). Al pliismido resultante se le denomind SAHA 54 (35).

El inserto contenido en el plismido SAMHA 54 sc¢ us6 como sonda para tamizar una libreria

gendmicn, cortesia del Dr. Abraham Landa, Facultad de Medicina UNAM, en A ZAP 11 para obtener la
sccuencia completa del gen de la Ciclofilina de E. histolytica. De esta forma se obtuvo cl plismido p54G2
que contenia un inserto de 3,043 pb (36). Al secuenciar totalmente, por ¢l método de término de la cadena
por didcoxinucledtidos utilizando ¢l sccuenciador ABI PRISM ™, se encontré otro gen 241 pb rio arriba
del gen de la ciclofilina. De acuerdo al GeneBank. correspondia al gen de una proteina perteneciente a la
familia de las proteinas de choque térmico de bajo peso molecular al que se denominé HSP16Eh.

Para determinar la identidad y homologia del gen HSP16Eh con respecto a otros genes homologos,
Ia secuencia det gen HSPLG6EW de E. histolvtica tue alineada con otras 6 secuencins de sHSP obtenidas de
la basce de datos GenBank. usando el programa Multalin Protein Sequences (NPS@.2000, hitp://npsa-
pbilibep.ft/cgi-bin/npsa_automat.pi?page=/NPSA/npsa_multalin.html).

Posteriormente se procedio a clonar ¢l gen en un vector de expresidn con el fin de producir grandes
cantidades de la proteina para su posterior purificacion.

i) Preparacion de ceélulas competentes

Todo el proceso requiere de condiciones de esterilidad. Se crecicron bacterias E.coli BL21 a
suturacion en medio LB (10g Bacto-triptona, 5g Bacto-ycast extract y 5g de NaCl, aforar a IL
esterilizar 20min 151b/sq). Se tom6 1ml del cultivo, se colocd en 100ml de medio LB y sc incubd a
37°C por 3h a 250rpm. Las células se cosecharon por centrifugacién a 5,000 rpm por 20 min. Las

células se resuspendicron en 7.3 m! de medio LB. Posteriormente se adiciond una mezela de 2 ml de
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polictilén glicol al 50%, 500ul dec Dimetil sulféxido y 200ul de Cloruro de Magnesio 1M. Se agité
“suavemente y se incubd 0 min en hielo.: La mezcla se separd en alicuotas de 300pl, se congelaron en

hiclo seco y posteriormente sc guurdaron‘a -70° C (58).
it) Clonacién de HSP16Eh ¢en ¢l vector de expresion pET23a

La sccuencia completa del gen HSPIGED sc amplifico del plismido p54G2 por PCR (Polymerase
Chain Reaction) utilizando los primers HSPFTR (5'- GATCCGTTAATATCAAC-3") y HSPETF (5'-
CATATGCACTCA AAGC-3") y el siguiente programa: Inicincién 94°C 3min, Desnaturalizacién 94°C
3min, Alineamicnto 60°C 1.5min, 25 ciclos, Extensién 72°C 10min.

Posteriormente ¢l producto de PCR se ligéd en el vector pMOSblue (Amercham, UK) siguiendo
¢l protocolo del fabricante (53). Con csta construccién se transformaron células competentes XL1-
Blue mediante el siguiente protocolo:

EEn condiciones de esterilidad se tomaron 12l resultantes de la ligacion de vector pMOSbluce y ¢l
producto de PCR. Se anadicron a 100! de bacterias competentes XL1-Blue recién descongeladas. La
mezela se incubd por 30 min en hielo, pasado ese tiempo se calenté a 43°C por 3 min,, sc adiciono 1
ml de medio LB sin antibidtico y se incubo a 37°C por 45 min; postcriormente se centrifugaron a
14000 rpm por 1 min, sc¢ resuspendio el pellet en 40l X-Gal (20mg/ml) + 10pi de IPTG 1M, se
plaqued una caja con medio LB-agar /ampicilina (200mg/ml) se dejo incubando toda la noche a 37°C.
I:n ta caja crecicron colonias azules (no transformadas) y blancas (transformadas). se procedio a tomar
cinco colonias blancas para posteriormente comprobar por PCR la presencia del gen en estas bacterias.
De las colonias positivas (blancas) se purificd el plasmido contenido en cllas (54) para secuenciarlo y

asi corroborar que ¢l gen sc encontraba sin alteraciones. A este plismido puriticado se le denominéd
pPMB-HSP6EE K.

15



s lon

pMB-HSPI6ER

o.::::}/é“"'“ . ’/
- e e
Transformacion raraSa S

- o~ ® T7 trenscription om0 v
de células ; eipression region R
. ., Eeoat muaay
compecetentes - \
B1.21 J—
seanel pET-23a(+) P,
i (3668bp) .
P heany ‘\ k e
X FEwod nrerm
4 ;

Stminy aios
S8a1107 w1 1w

ot e \\'\/ Ao

O eTe

Vst noonn

Figura 6

16



El gen HSP1GEh fue recuperado del plasmido pMB-HSP16Eh digiriéndolo con las enzimas de

restriccion BamHI y Ndel (10U). El vector de expresion  pET23a fue digerido con las mismas
enzimas de restriccion. Se procedi6 a ligar el gen utilizando la enzima T4 DNA ligasa (10U) siguicndo
¢l protocolo del fabricante (Figura 6). La construccion resultante se denominé pET/HSPIGER. La
clonacién  sc¢  conlirm6  por  sccuenciacion  automdtica con  los  primers  T7  (5-
CCCTATAGTGAGTCGTATTA-3") y HSPFTR (5'- GATCCGTTAATATCAAC-3"). Se localizé un
destasamicnto de 2 nucleétidos en la region donde sc liga ¢l gen insertado con la region terminal rica

en histidinas contenida en ¢l vector de expresion.
iii) Correccion del marco de lectura del plismido HSP16EWpET

El plismido pET-HSPI6Eh fue digerido con la enzima de restriccién Hindlll que deja cuatro
nucledtidos en cadena sencilla. Posteriormente se incubd la digestion con la enzima Klenow (10U) en
presencia de los cuatro nucleétidos trifosfatados para sintetizar 1a hebra complementaria (Figura 7).

Finalmente se circularizé el plasmido con ayuda de 1a enzima 14 ligasa (10U).

GGA TCC il G | carce Kilenow GGATC GATCC
CCT AGG — C CTAG ‘G CCTAG CTAGG
Sitio de
reconocimiento

de HindlIll

Figura 7

Con este paso sc afiadieron cuatro nucledtidos a la secuencia. La suma de estos cuatro
nucledtidos con los dos nucleStidos que desfasaban la lectura del gen. da como resultado la adicién de
dos tripletes que codifican para dos aminodcidos adicionales que no forman parte det gen HSP16EW
pero que son importantes  porque corrigen ¢l marco de lectura entre el gen HSPIGER ¥ la secuencia

de histidinas que ¢l vector aporta y que son necesarias para la posterior purificacion por cromatografia
de afinidad de la proteina expresada.



1 ‘inserto clonado "se volvid a secuenciar y se constaté que se encontraba completo, sin
alteraciones en el gen HSP16Eh y que la porcion terminal de histidinas se encontraba en ¢l marco de

lectura correcto.. Asi que s¢ procedid ‘a transformar células competentes para la expresion de la
proteina.

v) Transformacion de bacterins competentes E. coli BL-21.

En condiciones de esterilidad se incubaron 12ul del vector pET-23a ligado al inserto con 100ul
de¢ bacterias competentes recién descongeladas. La mezcla se incubd por 20 min a 4°C, pasado ese
tiempo se calenté a 43°C por 3 min, s¢ adiciond | ml de medio LB sin antibidtico y se incubd a 37°C
por 45 min; posteriormente se¢ centrifugé a 14,000 rpm por un minuto, se decanté ¢l sobrenadante y se
resuspendid el pellet con 50ul. de medio LB, sc plaqued una caja con mcedio LB/ampicilina

(200mg/ml). se dejo incubando toda la noche a 37°C, se picaron cinco colonias y se comprobé la
presencia del inserto por PCR.

vi) Expresion del producto del gen HSP16EQ

La expresion de la proteinn se llevéd a cabo utilizando 0.2mM de  lsopropil B-D-
Tiogalactopyranosido (IPTG)., como inductor. Para los primeros ensayos de induccion, sc picaron
cuatro colonias de las bacterias transformadas, se colocaron individualmente en Iml de medio L.B con
200mg/ml de ampicilina y se dejaron crecer por una hora en agitacion. Posteriormente, se sembraron
los cultivos en cajas con LB/ampicilina 200mg/mi y paralclamente en cajas con LB/amp/IPTG; las

cajas se incubaron toda la noche a 37°C. Los cultivos a partir de los cuales crecicron colonias en las
cajas LB/amp/IPTG fueron descartados.

Se tomo una de las colonias que crecio en LB/amp pero que no crecio en las cajas LG/amp/IPTG
v s¢ inoculo en 2mi de medio LB/amp (200mg/ml) se dejé crecer por cuatro horas (D.0" 0.3) a 37°C
con agitacion constante (300 rpm) después de transcurrido el tiempo de incubacion se adicionaron 2pul

de IPTG 1M y se dejo incubando a diferentes tiempos (1,2,3,4 h y toda la noche) en las condiciones
antes descritas.



Para determinar la localizacién de la proteina en las células (fraccién soluble o insoluble), se
tomaron 2 ml de bacterias inducidas toda la noche, sc centrifugaron por 30 seg a 14,000 rpm. Las
bacterias se resuspendieron en 500ul de buffer I'ris 0.01M pH 8.8 con Spul de Na-p-Tosyl-1.-Lisina
Clorometil Ketona (TLCK 50 mg/ml) como inhibidor dc proteasas. Las bacterias se lisaron alternando

en hiclo seco y a 37°C tres veces por 3 min y por sonicacién. Finalmente se separaron las fascs
centrifugando 10 min a 14,000 rpm.

vii) Electroforésis del producto de la expresién del gen HSP16Eh.

Sec prepard un gel SDS-PAGE al 12% (2ml. de acrilamida 30%, 1.25ml. de tris1.5M pH 8.8,

1.:7ml. dc agua, S0l de SDS 10%, 31.5ul. de APS y 3.15ulde TEMED) (45) en la camara
clectroforética (BioRad, USA).

Las muestras de la expresion de bacterias con IPTG se procesaron de la siguiente forma: se
tomaron 100l de cada uno de los ticmpos de evaluacion de la expresion de las bacterias inducidas, se
centrifugaron 30 seg a 14,000 rpm. El pellet se resuspendid en 30l de bufter de muestra para geles de
acrilamida (SDS 10%, Tris HC1 0.5M pH 6.8, Iml. de glicerol, 5.4ml. de agua destilada y 2ml. de azul
de bromofenol) y justo antes de cargarlas al gel, se hirvicron por 10 min. Se corricron 10ul de cada
muestra por carril, los geles se corricron a 15mA por aproximadamente 40 min. Para determinar cl

peso moleeular aproximado de las proteinas, se usdé ¢l marcador molecular de bajo rango (Roche,
UISA).

Para ¢l corrimiento de las fracciones celulares se tomaron 20ul de la fraccion soluble y se
adicionaron 10pl de buffer de muestra. La fracecion insoluble se resuspendié en 100u] de buffer de
muestra de los que sc tomaron 20 pl para correr en ¢l gel. Todas las muestra se hirvieron por 10 min

justo antes de ponerlas en el gel; como marcador molecular se usé el peso molecular de bajo rango
(Bio-Rad, USA).

Los geles se tifieron con Azul brillante de Coomasic (0.25 g en 90 ml de metanol :H;0-1:1, vivy
10 ml de acido acético glacial) y se destifieron con acido acético glacial al 10%.
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viii) Respuesta a estrés térmico en E. listolytica

De un cultivo de 72 horas de crecimiento se tomaron 2.5 X108 qhiibns de la cepa HM-1:IMSS A

para cada lote. Las amibas contenidas en tubos de 1.5 ml (Eppendorf, USA) sc incubaron a 37, 39, 41
y 43 “C por 20 y 40 min. ' i

Una vez estresadas las amibas, sc purificd ¢l RNA total de las mismas con ayuda del High Pure
RNA isolation kit (Roche, USA) siguicndo el protocolo descrito por el fabricante (55). Posteriormente
se sintetizo cDNA a partir del RNA purificado con ayuda del st strand cDNA synthesis kit para RT-
PCR (Roche, USA) siguiendo cl protocolo descrito por el fabricante (56). Para comprobar que las
muestras de RNA no estaban contaminadas con DNA sc realizdé un PCR con las muestras de RNA
total.

Sc llevo a cabo una reaccion de PCR particndo del ¢cDNA sintetizado anteriormente utilizando
los primers y el programa con ¢l que anteriormente habia amplificado el gen HSP16Eh. Como control
positivo se amplificd un gen Sjcl (GenBank U66671) de E. histolytica obtenido ¢n el laboratorio (35)
con sus respectivos primers: JCPETF (5'-CATATGACTTATTTGGAG-3') y JCPETR (5°-
GATCCCCAAAGAAATCATCAAAATC-3"). Los amplificados se corricron en un gel de agarosa
al 1%. El resultado se analizé con ¢l programa RFLP scan version 2.1 (Analytics, A Division of CSP,

MA USA 1994). Los datos obtenidos del analizador de imdgenes se graficaron utilizando el programa
Microsoft lExcel 2000.

Posteriormente el producto de RT-PCR se clond en et plasmido pCR 2.1 (Invitrogen, USA) para
sceuenciarlo y asi corroborar que se trataba del gen HSP16Eh.
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IIl: RESULTADOS

Aislamiento y sccuenciacién del gen USP16EQ

Se tamiz6 una libreria de expresion de cDNA de E. histolytica con anticuerpos IgA provenientes
de saliva de Vpacicmcs con absceso hepitico (35). Una de las clonas denominada SAHAS4 se utilizé
como sonda para tamizar una libreria gendmica AZAP de la que finalmente se obtuvo ¢l plismido
p54G2 cuyo inserto se secuencid en su totalidad.

Ademas del gen completo de la ciclofilina (36), también se obtuvo 24ipb rio arriba ¢l gen
completo de una proteina que comparte un 10% de identidad y un 48.9% de similitud en sus
aminodcidos con ¢l dominio a-cristalino de las proteinas pequeilas de cstrés.

Sc trata de  un gen de 417 pb que codifican 139 aminodcidos. El peso molecular esperado de esta
proteina ¢s de 16 kDa, aunque por la naturaleza de esta familia de HSP, se puede asociar con otros
mondmeros de Ia misma proteina para formar estructuras de mayor peso molecular. Los aminodcidos
relacionados con ¢l dominio a-cristalino estin subrayados en la secucncia completa del gen HSPISED
(Figura 8).

Cabe mencionar que en protozoarios no se habia reportado alguna secuencia de proteinas de la

familia sHSP. En este trabajo se presenta la primera secuencia de una proteina sHSP reportada para £
histolvtica y para protozoarios en general. La scecuencia del gen HSP16Eh  sc puede encontrar en el

GenBank con el namero de acceso AF498649
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Sccucncia completa dc nucleétidos y saminodcidos del gen HSP16Eh

-ctaataaac
atgcactcacaagcacttgtaagaccaacaccatttaatccatttattcaacaa
M H S Q A L v R P T P F N P F I Q Q
caacgtaatcaaaaaatatttgttgatggaaaaggaacaggacattgggcacca
Q R N QO K I F VvV D G K G T G H W A P
gaaatttgggaaccaccatgtgaattacttgaagcagaacagatttatttatta
W E E I P P C E L L E A E Q 1 Y L L

aagttagaagttccaggtattgataaaaaaacattaagtgttaaatatgcaaat

K L _E_V P G I D K K T L § V K Y A N

aattgggttgttataacaggaactagacaagttgaaggtaaaatagaatttaca
N ' Y \Y I T G T R Q VvV E G K 1 E F T

gaatttttatatggtacttttagaagagaaattcctcttccaactgatgttgat
E ¥F L Y G T F R R E I P L P T D VvV D

ggagaaaaaattaaagctaagtatcaagatggaatacttgctgttgttattcca
G E K I K A K Y © D G 1 L A V V I P
agaaatctccaatgggatgggtaaaagttgatattaactaa
K K s P M G W VvV K V b I N -

Figura 8. Secuencia completa del gen HSPI6Eh. El dominio a-cristalino se encuentra subrayado.
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Lé secuencia fue sometida a un andlisis de BLAST (Basic Local Alignhment Search Tool). El

- resultado indicé que el gen HSP16Eh tenia alta homologia con proteinas sHSP. Se tomuron las siguientes
secuencias del GencBank porque corresponden a los genes mis parecidos al gen HSP16Eh: Thermoroga
maritima (No. de acceso GenBank D72385), Bradyrhizobium japonicum (CAAO5837), Aquifex aeolicus
(A70411),Syncechococcus vulcanus (BAA32501), Schizosaccharomyces pombe (T41736), Pyrococcus
abyssi (D75157) y ¢l gen HSP16Eh de Entamoeba histolytica (AF498649) El alincamiento se levo a
cabo utilizando el programa Mulialin Protcin Sequences (NPS@.2000, http:/npsa-pbil.ibep.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPS A/npsa_multalin.html) (figura 9).

Figura 9. Alincamiento miiltiple de la ia de i
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Expresién del gen HSP16EH cn cl vector de expresion pET.

El gen HSP16Eh sc clond en cl plzisrﬁyido dé cx[;régiéh~pﬁ'm3n.:lﬂs células que se usaron para la
expresién son conocidas como BL21plys. ‘ ) R B o

Después de la transformacion de las bacterias se comprobé 1a prcscnéin del gen HSP16Eh por PCR
(figura 10). . '

Figura 10. Gen HSP16Eh amplificado por PCR a
partir del plasmido pET/HSP16Eh. De izquicrda a
derecha se encuentra el marcador molecular A-
Hindlll, ¢l amplificado de la colonia #1 y el
amplificado de la colonia #2 (positivas). La tlecha
seiala la banda correspondiente a 564 pb del
marcador molecular

S64pb

Posteriormente se indujo la expresion de la proteina adicionando 2mM de IPTG. Las células se
incubaron con agitacion constante a 37°C. ' ‘
Durante la induccion hubo una expresiéon maximaentrec las 2 ylas 4 h después de haber adicionado
PTG, La induccion mostré una banda que se encuentra cercana a los 21.5 kDa que cs relativamente
cercana al peso molecular esperado de 20kDa debido a los aminodcidos udicidnnles que aporta el plismido

a la proteina para facilitar su purificacion,
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Producto de
1HSP16ED

Lo 2

21.5kDa. I

Sin
inducir

Toda tu 4h. 3n 2h 1h

noche
Tiempo de incubacion con IPTG
transformadas con pET/HSP16Eh. La figura muestra la banda correspondicnte a la proteina

inducida cercana a la banda de 21.5kDa del marcador molecular (PM). La induccién se llevé a

l Figura 11. Sobre expresion del producto del gen HSPI6Eh en bacterias BL-21
’ cabo entre las 2 y las 4h posteriores a la adicion de IPTG.
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Para determinar en que fraccion del lisado se encontraba la proteina, al terminar la induccién se

lisaron .las bacterias, sc separd por centrifugacion la fraccion soluble (citoplasmatica) de la fraccién no
soluble (membranas) y sc corrié un gel SDS-PAGE al 12% (figura 8).

F. insoluble F. soluble No inducida

PM
< S e
n & 3
: - . A o vt
M -
Wt ol
R O
&g«—._....ﬁ . -
EREE

Figura 12. Elecctroforesis de las fracciones celulares. Como se pucde observar en el gel, la
proteina se encuentra mayoritariamente en la fraccion soluble de las bacterias. Se puede notar una pequeiia

porcion en la fraccion no soluble (membranas) Se ha reportado que las HSP también pueden estar
asociadas a la membrana pero en menor proporcion.



Induccién del gen HSP16ED en Entamocba histolytica por estrés térmico

Se tomaron 5X10% amibas de 72 horas de crecimicnto y se somcticron a diferentes temperaturas
(37.39,41 y 43 °C). Postcriormente sc extrajo el RNA total de las muestras. Se sintetizé cDNA a partir del
RNA purificado y se realizd un PCR con los primers del gen HSP16Eh. También se realizo el PCR a partir

de RNA para comprobar que las muestras ho estaban contaminadas con DNA gendmico (Figura 13).

Gen HEP6ER RT-PCR PCR

cDNA RNA Control negativo

"¢ 37 39 41 43 37 39 41 43 37 39 41 43 37 39 41 43

RT-PCR PCR . N
Gien Sepd cDhNA RNA Control negativo

¢ 37 39 41 43 37 39 41 43 - 37 39 41 43 37 39 41 43

Figura 13, Induccion del gen HSPIGEhW en E. histolytica por estrés térmico. Las
intensidades de las bandas del RT-PCR se correlacionan directamente con la expresion del RNA

mensajero de HSP16ER a las diferentes temperaturas a las que fueron sometidas las amibas.
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La fotografia anterior fue analizada por el programa RFLP scan versién 2.1 (Analytics,
A Division of CSPI, MA USA 1994). Los resultados se presentan graficados a continuacién.

Figura 14. Grifica dc la densidad dptica (DO) de las bandas correspondientes al amplificado del

gen HSP16ED expresado por estrés calérico en trofozoitos de E histolytica. La densidad 6ptica de
fas bandas incrementa conforme la temperaturas se eleva.
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En la Siguicnte grafica se observa que la densidad optica de las bandas se incrementa conforme

la temperatura se_cleva (37-41°C). Esto también se relaciona directamente con ¢l incremento de la

(:xprcsi‘én del RNA mensajero del gen HSP16Eh en condiciones de estrés térmico.

240 -
200 -
160 ~

S 120 4

80 4

40 4

Y T Ll v T T

41 42
TEMPERATURA °C

43 44

Figura 15. Griafica del incremento de la densidad optica de las bandas del

amplificado del gen HSP16Eh con respecto a la temperatura a diferentes tiempos.

29



DISCUSION

En cl presente trabajo sc logré caracterizar ¢l gen HSP16ED que codifica para una proteina de 16

kDa en E. histolytica. Usando ¢l programa ProtParam Tool (ExPASy. 2002) se estimaron los

siguicntes parametros fisicoquimicos: ¢l punto isoeléctrico (Pi) de esta proteina es de 7.81, cf
coeficiente de extincion a 280nm cs de 27880 M/cm lo que corresponde a una absorbancia de 1.753 v
se estima que la vida media de esta proteina in vivo ¢s de 10 horas. Al analizar la secuencia de
aminoacidos de dicho gen se encontré que comparte en promedio un 48.9 % de similitud y un 10% de
identidad con el dominio a-cristalino altamente conservado de proteinas de las stISP(9,10).

El dominio a-cristalino es una porcion homéloga conservada en proteinas pertenecientes a la
familina dec las sHSP. Se denomina dominio a-cristaline ya que fue caracterizado en células del
cristalino ocular en mamiferos (15). BEste dominio esta muy relacionado con la formacion de
oligomeros homogéncos estructuralmente funcionales. En dicho dominio sc tienen aminoacidos
conservados como: P76, G77, R122, A137, G142, 1.144 y K150 (respecto a la secuencia alincada de
B japonicum) que se encuentran presentes en el gen HSP16Eh de £ histolytica. Estos aminodcidos
determinan la estabilidad de la proteina monomérica (10) y también intervienen para que la proteina
forme complejos funcionales multiméricos funcionales en condiciones normales y de estrés (13). En
estudios realizados en Drosophila melanogaster, se ha reportado que mutaciones en esta regidn

climinan la capacidad de la proteina para proteger a la célula en condiciones de estrés (37).

La slISPs son un grupo de proteinas que recientemente han empezado a ser cstudiadas y
cntendidas. La estructura de estas proteinas asi como nuevas funciones de las proteinas HSP en
peneral han sido definidas en estudios relativamente recientes (9.10). Asi sc ha logrado comprobar 1a
participacion de HSP en eventos inmunologicos proinflamatorios (21), activacion de células T (23,24)
v la presentacion de antigenos (22) por mencionar algunas funciones. Las HSP también se han
asociado con factores de virulencia como en la bacteria Listeria, factores de diferenciacion en
protozoarios pardsitos como Leisimania major y Trypanosoma brucei (26.33) y en cl enquistamiento
de procariontes, cucariontes y artrépodos (1,17,27)

L.as proteinas pequeiias de estrés se han caracterizado principalmente por evitar el agregamiento
de proteinas desnaturalizadas y por conferir termotolerancia de bacterias in vivo (11,12). Sin embargo

¢l conocimicnto que se tiene de esta familia de HSP es aun escaso.: Se ha reportado que las sHSP
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cvitan la degradacion de RNAm durante la maduraciéon de las semillas de tomates (37) y durante la
maduracion de cmbriones de aifaifa (37) asi como también se ha relacionado la expresion de estas
proteinas en arreglos citomorfologicos como la polimerizacion de actina (37). En protozoarios cl
conocimiento de la funcidon de esta clase de proteinas ¢s nulo, Como se menciond anteriormente, este
trabajo presenta la primera sccuencia reportada para £, histolytica y protozoarios cn general. No se
han reportado e¢studios que relacionen a las proteinas pequeiias de cstrés con las muchas otrus

funciones que ahora se les atribuyen a las HSP de mayores pesos moleculares porque atn no se han
realizado los estudios necesarios.

Hasta ahora, en k. histolytica s6lo se han reportado dos HSPs: HSP60 y HSP70. Con la HSP60
de £, histolytica se realizaron estudios evolutivos por la presencia del crypton (organelo relacionado
con la mitocondria) en este organismo (38) y la rclacién de HSP 60 con este organelo. Respecto a la
HSP70 ademiis de cstudios filogendticos (18) y de reportes de una respuesta inmune especifica en
pacientes con absceso hepidtico (25), se ha hecho el tnico estudio que reporta una respuesta a estrés
1érmico en el género Entamocha que relaciona al estrés térmico con el enquistamicnto de E. invadens

y sugiere una relacion semejante en E. histolytica (27)

No es de extrafiar la participacion de proteinas de cstrés en eventos de diferenciacion en
protozoarios. Las proteinas HSP en general ademas de expresarse en condiciones de estrés también sc
expresan constitutivamente como asistentes de plegamicento o chaperonas (37) que ademis de ayudar a
plegar a las proteinas recién sintetizadas también ayudan a transportarlas a donde sean requeridas. Se
ha reportado que las TSP wambién interaccionan con factores nucleares que intervienen en la
diterenciacion celutar (28.29).

También hay que considerar que en ciclos de vida complejos como cl de los parasitos, los
organisimos deben adaptarse rapidamente a cambios en las condiciones quimicas, {isicas o biolégicas
variantes ya que de eso depende la sobrevivencia del organismo y ¢l éxito de la infeccion. Este
proceso de adaptacion debe ser rapido ya que, adicional al cambio ambiental que experimentan los

organismos dentro de su hospedero, este también debe combatir o evitar al sistema inmunoléogico.

Al expresar el gen HSP16Eh en trofozoitos de E. histolytica por estrés térmico detallamos

ligeramente la respuesta a estrés caldrico en cste organismo. Los trofozoitos se sometieron a
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temperaturas similares a las que su hospedero podria experimentar en un evento inmunolégico (Ej.
ficbre). Como muestran los resultados, la expresion del mensajero se incrementa conforme sec aumenta

la temperatura llcgando a un maximo a los 41°C aproximadamente (figuras 13,14 y 15).

Utilizamos altas temperaturas para inducir el producto del gen HSPIGEh in vitro ya quc las
proteinas de cstrés han sido ampliamente caracterizadas bajo este parimetro (30.31). Sin embargo
estas proteinas también pueden ser inducidas in vivo ¢ in vitro con otros cstimulos fisicos o quimicos
(43). Seria interesante comprobar la induccion de esta proteina bajo otras condiciones como cambios
osmdticos y oxidativos que son variantes que naturalmente s¢ presentan ¢n el colon.

El enquistamiento es una estrategia que algunos organismos utilizan para sobrevivir a ambicntes
hostiles.  En el caso de E. histolytica, ademas de ser el medio por el cual sobrevive a la desecacion
también cs una herramienta para invadir a otros organismos y diseminarse entre la poblacién. Aunque
todavia no se tiene claro ¢l mecanismo que activa ¢l enquistamicnto en E. histolytica, ya que atin no se
ha logrado obtener quistes en cultivo, se ha sugerido que la respucsta a estrés y el enquistamiento
ticnen alguna relacion en organismos parasitos del mismo género (27).

La caracterizacion y purificacion del producto del gen HSPUL6Eh nos proporcionard una
herramienta para detallar la respuesta a estrés en £, histolytica de las proteinas pequcilas de estrés, que

pueden arrojar resultados novedosos ya que a la fecha no se tiene reportes al respecto.

En este trabajo sc obtuvo la construccion del plasmido pET/HSPI16Eh con ¢l que se logrd
transformar bacterias competentes BL-21. La induccién recombinante se obtuvo después de 3 horas de
incubacion con IPTG (figura 11). De las bacterias inducidas se¢ separaron las tracciones celulares por
centrifugacion y se observaron en un gel SDS-PAGE (figura 12). En este gel sc muestra que la
proteina expresada se encuentra en la fraccion citosolica (fraccion soluble). Este ensayo se llevo a
cabo para determinar que porcion del lisado se iba a utilizar para proceder a la purificacién por
columna de afinidad. Este ensayo se llevo a cabo en bacterias inducidas, sin embargo. se esperaria un
resultado similar en amibas por {a naturaleza de las proteinas de estrés.

Por ¢l momento ya sc ha estandarizado la técnica para inducir al gen HSPU6EA. Se

pretende obtener suficiente proteina para hacer ensayos de funcionalidad del producto del gen
HSP16Eh.
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CONCLUSIONES

De este trabajo se concluye que ‘el gen HSP161Zh del genoma de Entamoeba histolytica codifica
para una proteina que comparte un-48.9% de similitud y un 10% de identidad con el dominio a-
cristalinas de las proteinas pequeiias de estrés. La seccuencia de aminodcidos indica que ¢l producto de

este gen tiene una masa de 16 kDa, un punto isoeléctrico de 7.81 y un coeficiente de extinciéon molar a
280 nm dc 27880 M/cm.

El alincamiento multiple que se llevo a cabo con otras proteinas de la misma familia, indica que
este gen se parcce mds al gen homdlogo de la cianobacteria termofila Synechococcus vulcanus que o

cualquicr otra, incluyendo secucncias cucariontes.

Se obtuvo la construccion del plismido pET/HSPI6ED con el que se transformaron bacterias
BL-21 competentes. Sc logrd la expresion del producto del gen HSP16Eh clonado en BL-21 despudés
de 2 horas de incubacién con IPTG a 37°C y agitacién constante a 300 rpm. La proteina expresada se

localiza en la fraccion citoplasmitica de las células inducidas. La purificacion del producto de la

cxpresion esti en proceso.

De los experimentos realizados in vitro en trofozoitos E. histolytica se concluye que cl gen

11SP16Eh se expresa en condiciones de estrés térmico, mostrando una maxima cexpresion de RNAm a
los <4 l“C.



GLOSARIO

Absceso: Lesion localizada en tejidos u érganos caracterizada por inflamacidn

Adhesina: Proteina membranal que media la adhesién de una célula a una superficic o a otra
célula.

Amastigote: Estadio del ciclo de vida de Leishmania spp. quc se camclcnl.a por ser
intracelular (célula blanco: macréfagos) y aflagelado.

Apoptosis: Muerte celular programada

Artritis reumatoide: Inflamacion generalizada de arterias, arteriolas y articulaciones; causa
ﬁbros is y constriccion del tejido afectado.

Cariosoma: Cucrpo central en el nucleo celular que puede contener una masa de
heterocromatina,

Citocina: Molécula soluble producida por células que orquestan la respuesta inmune

Coceficiente de extincion: Absorcion relativa de un compuesto por unidad de concentracion
(1gr/ml)

Cosmopolita: De distribucién mundial.
Cromatina: Red de fibras nucleares formadas de DNA y complejos proteicos
Endémico: Que estd presente o usualmente prevalente en un drea geogrifica o poblacion.

Enfermedades autoinmunes: Enfermedad causada cuando un individuo produce una
reaceion inmune contra sus propios tejidos.

Enfermedad de Crohn: Enfermedad inflamatoria crénica que afecta el intestino,
comunmente la parte terminal del lleum. -

Enliaces ionicos: Ocurren entre grupos quimicos que tienen cargas opucstas.

Enzimas de restriceion: Enzimas que cortan cn .un sitio especifico al DNA por el
reconocimiento de una pequeiia secucncia.

Fagémido: Fago que contiene un plasmido en su genoma el cual puede liberarse.
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“Fuerzas de Van der Waals: Sc licva a cabo a distancias muy reducidas. Intervienen fuerzas
ligeras atrayentes entre atomos o moléculas.

Fuerzas hidrofébicas: Atraccion por la porcién hidrofébica o no polur de una molécula que
provoca su agregacién o confinamiento a sitios carcntes de moléculas de agua.

‘GenBank: Base de datos computarizada de todos los genes reportados.
Klenow: Enzima que posce actividad de DNA polimerasa y de exonucleasa en sentido 3'-5".

Leucocitos: Células  sanguincas nuclcadas, sin  color involucradas
inmunolégicos.

¢n procesos

Libreria de expresion: Grupo de fragmentos de DNA codificante clonados en vectores que
juntos representan un genoma completo,

Libreria genémica: Grupo de fragpmentos de DNA genémico clonados ¢n vectores que
juntos representan un genoma completo.

Lupus critematoso: Enfermedad autoinmune en la que se presenta inflamacion crénica. Se
caracteriza por manchas en la cara y otras partes del cuerpo. Se involucra tejido conectivo y
vascular, acompafiado de anormalidades serolégicas.

Monocitos: Leucocitos agranulados con niicleo ovoidal. Células precursoras de macréfagos
(células inmunes fagociticas)

Morbilidad: Sc considera a este como ¢l estado enfermo de un individuo. Rango de la

cenfermedad cn proporcion al ndmero de personas enfermas cn una comunidad con relacion a
un agente infeccioso.

Mortalidad: En Parasitologia se considera como la proporcion de muertes en una poblacion
especifica a causa de un agente infeccioso.

Osteoclastos: Célula alargada multinucleada que recabsorbe activamente al tejido dsco.
Macrotagos del tejido oseo.

PCR: (Polymerase Chain Reaction) Técnica en la cual con ciclos de desnaturalizacion,
alincamiento de un primer y extension con la enzima DNA polimerasa, se amplifica cl
numero de copias de un scgmente de DNA por >10° veces.

Plismido: DNA  circular extra-cromosomal con replicacion independiente al genoma
principal.

Prevalencia: Proporcion de la poblacién infectada (referente a datos de infecciones presentes
o pasadas) en un tiempo determinado.
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Primer (inicindor): Pequefia secuencia de DNA o, RNA"c']uc sc¢ alinea con una hebra del

DNA. Provec el 3°-Ol1 libre que reconoce la cn7|ma DNA pollmcrasa para iniciar la sintesis
de la cadena de deoxinucleotidos.

Promastigote: Estadio extracelular flagelado del ciclo de vida de Leishmania spp. que se
encuentra dentro del insecto vector.

Proteina chaperona: Protcina requerida para ¢l ensamblaje y el plegamiento correcto de una
proteina recién sintetizada,

Puente de hidréogeno: Unidn electrostitica débil que se forma entre un dtomo de hidrogeno
parcialmente cargado negativamente con otro dtomo de hidrogeno parcialmente positivo

Puente disulfuro: unién entre dos dtomos de azufre como resultado de la oxidacion del
grupo sulfhidrilo (SH) de dos cisteinas.

Punto isocléctrico: Condicién en la cual una sustancia tiene una carga neutra.
Pscudopodio: Extension citoplasmiitica contrdctil.

Quitina:  Polimero  lincal muy resistente formado a  partir del monémero N-
Acctilglucosamida (GleNAc)

RT-PCR: (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) Técenica que convierte RNA
mensajero en DNA codificante con ayuda de la cnzima reversa transcriptasa para despuds
poder amplificarlo por PCR.

Sonda marcada: Fragmento de DNA marcado con radioactividad (P*?

) o con grupos
quimicos que ayudan a localizar un gen o secuencia cn ¢l genoma completo.

Sonicacion: Proceso por ¢l cual una solucion (moléculas, células, virus, ctc.) es separada o
lisada por la exposicion de ondas sonicas de alta frecuencia.

T4 DNA ligasa: Enzima proveniente del bacteridfago T4 requerida para formar enlaces
fosfodiéster que une a dos bases adyacentes en una secuencia de nucleétidos.
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