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RESUMEN

Entamoeba histolytica es el agente causal de la amibiaisis humana. Nuestro
grupo de trabajo se ha enfocado en estudiar el control del metabolismo energético en
este parasito. E. histolytica tiene como Unica via para generar ATP a la glucdlisis
cuyos productos finales son acetato y etanol. El acetato se produce por dos rutas, i)
la acetato tiocinasa (AcTK) lo forma a partir de acetil-CoA, ADP y Pi con formacion
de acetato, ATP y CoA; ii) la acetato cinasa (AcK) usa como sustratos acetil-fosfato
(acetil-P)y Pi para sintetizar acetato y PPi. Hasta el momento no existen reportes de
alguna enzima que forme acetil-P en amiba; sin embargo, el parasito es capaz de
fagocitar bacterias las cuales tienen altas concentraciones del metabolito. Al
respecto, en reportes previos se observé que cultivos axénicos y monoxénicos (con
bacterias) en anaerobiosis, solo se produce acetato en los ultimos. Por lo tanto, los
estudios de esta tesis se enfocaron a caracterizar el metabolismo del acetato en E.
histolytica

Se clonaron los genes que codifican para la AcTK y AcK de amiba, se sobre-
expresaron las proteinas en E. coli y purificaron las enzimas para su caracterizacion
cinética. La AcTK posee una Vmax en la direcciéon directa (Vmaxg,) de 15 a 22
umoles/min x mg de proteina en un intervalo de pH de 6-7 y valores de Km por
acetil-CoA 127uM, ADP 0.9 mM y Pi 1.8 mM. La concentracion de estos metabolitos
en trofozoitos fueron de 0.09mM y 3.4mM respectivamente los cuales estan por
arriba del valor de la Km, por lo que la enzima podria estar saturada por sus
sustratos en este sentido de la reaccidn. Los valores cinéticos en la reaccion reversa
(Vmaxe,) fueron: 16- 20umoles/ min x mg de proteina a pH 6 y 7; Kmgoa 0.2 mM,
Kmare 0.3 MM y Kmacetato 0.8 mMM. Las concentraciones de estos metabolitos en
trofozoitos amibianos fueron CoA= 0.05 mM y acetato no se detectd. Esto sugiere
que la reaccion en este sentido estaria menos favorecida in vivo. En extractos
citosélicos, las velocidades Vmaxr, y Vmax,, a pH 7.0 de la AcTK fueron similares
(~ 150 nmoles/min x mg de proteina) mientras que a pH 6.0, éstas se reducen

significativamente (15 nmoles/ min x mg de proteina).




Por otro lado, las constantes cinéticas determinadas a pH 7 y 6 de la AcK
recombinante fueron Vmaxg, 26 y 14 umol/min x mg de proteina; KMmaceip 2y 7 UM,;
Km p 2.2 y 2.6mM Se ensay6 la Vmax,, pero no se detecté y concuerda con
reportes previos. La Vmaxr, en extractos citosélicos fue de 48 nmoles/min x mg de
proteina. Sin embargo, no se pudo detectar acetil-P en estas amibas axénicas. Una
posible explicacion de la presencia de la AcK en cultivos axénicos es que tenga
sustratos alternativos o que la enzima pueda consumir el acetil-P intracelular de
manera muy eficiente.

Con todo lo anterior podemos decir que la AcTK es la enzima que contribuye
mas a la sintesis de acetato. Resulta interesante que se detectd actividad de AcK en
trofozoitos amibianos, aun cuando su sustrato no esta presente o esta en muy bajos
niveles, lo que abre la posibilidad de que esta enzima tenga otra funcién en cultivos

axénicos.




ABREVIATURAS

uM
2PG
3PG
AcCoA
AcK
AcTK
ADH2
ADN
ADP
AHA
ALDO
AMP
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ATP
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2-fosfoglicerato.

3-fosfoglicerato.

Acetil-Coenzima A.

Acetato cinasa.

Acetato tiocinasa.

Alcohol deshidrogenasa bifuncional.
Acido desoxirribonucleico.

Difosfato de adenosina.

Absceso hepatico amibiano.
Aldolasa.

Monofosfato de adenosina.

Acido ribonucleico.

Trifosfato de adenosina.

Albumina de suero bovino.

Cloruro de calcio.

Dihidroxiacetona fosfato.

Dimetil sulféxido

Desoxinucleétidos trifosfatados.
Enolasa.

Etanol.

Fructosa 1, 6 difosfato.
Fructosa-6-fosfato.

Forward

Gliceraldehido-3-fosfato.
Glucosa-6-fosfato.

Galactosa.

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
Difosfato de guanina.

Trifosfato de guanosina.
Hexocinasa.
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido.
Kilob pares de bases

Mega pares de bases

Dinucléotido de nicotinamida y adenina
Dinucléotido de nicotinamida y adenina reducido.
Reaccién en cadena de la polimerasa.
Fosfoenolpiruvato.

3-fosfoglicerato mutasa.
Fosfoglucosa isomerasa.
3-fosfoglicerato cinasa.

Fosfato inorgénico.

Piruvato fosfato dicinasa.
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PPi
PPi-PFK
ppm
PYR
RW
SDS
TEMED
TIM

Pirofosfato.

Fosfofructocinasa dependiente de pirofosfato.
Partes por millon.

Piruvato.

Reversa.

Dodecil sulfato de sodio.
Tetrametilletilendiamina

Triosafosfato isomerasa.




indice

RI@SUM@N..c..auaauieiiieeeeniiiieiiieniiiiisiieriieenusiiiiiesitessassiiissssssssssssiissssssssssssiisssssssssssssssssssssssssssissssssssssssssssssssssssssnssns 3
ABREVIATURAS .....cceiiiieiiiiiiniiiiiiniiiitiniiitsssietsssistssssistssssiesssssissssssisssssssesssssssssssssssssssssssssssssssnssssssnssssssnssssssnssns 5
L.OINTRODUGCCION.........cocviiieceeterereteeeeete et te et st sasas st et s s s saste s et st s e ssaet et et ss s e se st e snast et et es s esnaetesesesssnantetasaras 9
1.1, Historia de 12 @amibiasis..........oouiiiiiiiiiii et e et e et e e e ae e s nanes 9
b e 0 B I Y = 1 1111 o TP P PP RPPPPRRNt 19
1.1.2 Caracteristicas de l1a enfermedad..............cccuooiiiie e e e ae e 10
O R 38 3 oY o ¥ - TSRS 10
1.1.4 MOrfologia del PArASito ...........c.eeiiiiiiiiiiiieii et et e st e s e e st e e st e e staeesraeenataeessaeentaeenraeereean 11
O I o T (o 0 =01 o 7ol SRR 13
R N o 1 - LT o T PRSP SRR 14
O A 3o T 1Ty o TTe) o ¥ - TSRS 15
1.1.8 Manifestaciones CHINICAS. ............ccciiiiiiiieece et et e e s te e s te e st e e ssaeesbseesssseessaeeseeesseeesenans 16
1.1.9 Amibiasis @Xtraintestinal.............ccooviiiiiiiiiii e e st ebe e 17
1.2 ANTECEDENTES DEL METABOLISMO ENERGETICO DE E. RIStOIYLICa. .............ovveeeeeeiiiieee e 20
1.2.1 GENERALIDADES DE LA GLUCOLISIS ..........c.covieeeeerereeeieeeeetete e tesesesesessaste e sesssssasassesesssssssssassasssssssnsssssnans 20
1.2.2 Diferencias en la glucolisis de Entamoeba hiStolytica....................ccceeviiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeiee e siee e iee e 22
1.3 METABOLISMO DEL ACETATO EN E. RiSEOIYLICA. ...........c.ooocueiiiiiniiiiieenie ettt sttt st s 25
1.4 ACETATO TIOCINASA ......ooeeuettttttttttuettttrerereeeeeerarere—..e.a..——————————..e..teteteteeereaeaestseseeereeeeeeeesmmte.............. 26
L1.5 ACETATO CINASA ...ttt ettt ettt et e ettt st e e s bt e e bt e sabe e s abeesabeesabeesabeessteenbeeeabebeenbbeesbesabaesbaesabeesaraenaseenns 26
22.0 JUSTIFICACION DEL PROYECTO .....uceeeeeeeeveeetreeeeeresessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssesssssssnes 28
2L HIPOTESIS.........oieiietieeeeieie ettt tseae st s st b s st s s s st s st s s se s s et eb s b e b et bbbt s s s st s s esnsetan 28
2.2 OBJETIVO GENERAL DE LA TESIS DE LICENCIATURA .......ooiiiiiiiieiteeiteeiee st et site e st stesssaeesaaesbeesbeesasee e 29
2.3 OBJETIVOS PARTICULARES ......uutuuuuteutttttutttuuuuuuueueserateresereseseseseseseseeeeeseseeseeeeesrmseseretete........—————.—... 29
3.0 IVIETODOLOGIA ....eeevveeveeerrsessssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssesssssssnsssessssassssassnsssessssassnssssnssssnsssassnssssnssanssens 30
3.1 CLONACION DEL GEN .......cuiuiuiiiiteiitetetsetetsesetesssessss s sssse s st sssssse s st s st ssssesessss st e ssses e sesesnses s snsesnsesas
3.1.1. Disefio de los cebadores ....

3.1.2. Reaccién en cadena de 1a polimerasa (PCR) ...............c.occueeceeeiieiiieeiieeiieeesteeeseeesieessveesteesseessseessseenseeen 31
3.1.3. Purificacion del fragmento por electroforesis en geles de agarosa...................cccccooueeecvieeevcieeeesieeeeenenns 34
3.1.4 PUrificacion del fragmento ..................cccoocueeiiiiiiieeiieciteeee e steesee s ae et e st e s te e s be e st e e st be e s raeaesaeenaae e raeereas 35
3.1.5 Ligacion al PIASMIO PIET 1.2..............ooeoeueeeeeieeeeeieeeeeee e e ettee e s staeeeesatee e s staeesssseaeassteeesasseeeesssnseaaassseeesnnsns 35
3.1.6 Transformacion de bacterias con el pIASMIAO .....................cccceeiviiiiiniiiiiiiiiee et s 37
3.1.7 PUrificacion del PIGSMIAO .....................oooeuueiiceieeeiee ettt e eete e s tee e e et e e ae e e st ae e e sstae e snnaeaeeesntaeeeanneeeennnees 38
3.2 1dentifiCacion eI ZEN ..........couiiiiiiee e e e e et st este e e e beentteesraeebeeenreeereean 39
3.3 Sobreexpresion de las enzimas en bacterias E. COJi...............ccuueeeciiiiiciiee ittt e e 40
3.3.1 Ligacion al vector de eXpresion PET28 ................c.ouuueeeeiieeieiieeesiieeesititeessiaeessbeeesssteessssseeesaseeessnssesesnnnes 40
3.3.2 Sobreexpresion de las proteinas en 1as BACLEriQs ......................ccccueeeeeeeiieciiiee e e e e 42
3.3.3 Seleccion de las clonas de SOBIreeXpreSion ...................cceccueeceeeceeiiieesiieesieeseeeseeesteessseesteesseessseesssessseeen 43
3.4 Purificacion de 1as ProteINAS ...........ccccuiiiiiiiii ittt e e e e st e e e st e e e snte e e snaaee s snrreeeenteeeenaeeas 44
3.4.1CUaNLIfICACION dE PrOLEINGS..............c.ccccveieiieeiieeiiieeit sttt ee et e e e st e s bt e steessbeesbaeesbeeebeesesseeeteesseesnsens 46
3.5 CARACTERIZACION CINETICA ......oovuiiiuirriiieissteseetsesssee s sss st sttt s st sse st esse st esse s e st ssesnsessesns 47

7



3.5.1 Ensayos enzimaticoS PAra [0 ACK ................coooouiiiiiiiiiiiiiteeetee s rtte e e sttt e s ette e st e e s sbaeessbtae e sbaee s s sbeeesnanes 47

3.5.2 Ensayos enzimaticos PAra [0 ACTK ..............oooouueeeiiiiee et e eetee sttt e e e stee e e e aaeeesasaeessssaeesansseeesnseesansssseeennnes 48
3.5.3 Determinacién de metabolitos y actividades enzimdticas en l0s pardsitos .................ccccccuevveencrvercveennnnnn 50
4.0 RESULTADOS Y DISCUSION .......covvvrveeesrerrsessssssssssssssssssssessesssssssssssessssasssssssnssssssssassnssssnssssssssessnssssnsssnssens 51
4.1 CLONACION DE LOS GENES.........ocuieieieeieeeeeeeesee et et eeeeeetsee e seeteesaes s et seessesseseassesesesssssaesnsseeseeseseesseesnaseaesassssnas 51
4.2 CONFIRMACION DE LOS GENES POR SECUENCIACION DEDNA .........oovveviiiieeeeerereteeeeeee e sesessssnsneesenens 55
4.3 SOBREEXPRESION DE LAS PROTEINAS EN BACTERIAS .........cooiiuiuiieeeeeteeeeeeeee et see e en et et s nen s s e 57
4.3.1 SODreexpresion de 10 ACTK ..............ooueeeeecieeeeiee e ccee e et e e e e ete e e s tae e e e etee e s steeessseaeastaeesassasaeeansseseassseeennnens 58
4.3.2 SODreexpresion de 10 ACK ...............cuoocuueeiieeiee et se et s e et e st e e te e s beesate e s sae e taeesbee et baeenseeebaeereeenreas 59
4.4 PURIFICACION DE LAS PROTEINAS .......cocviviiiececeeteteieecestete et sessees e sesaeteses et st ssasaesasesssssssastesasesssssnssssssssesns 60
4.4.1 PUFIICACION @ 10 ACTK ...ttt ettt s ettt te ettt et e et e s be e e be e sabeesateessaeenseeebeaeebaeenseeenteeenseesnseas 60
V0 00 3 VT Tole Lol o] I L= Lo Yo S SSP 61
4.5 CARACTETIZACION CINETICA DE LA ACK ..ottt sttt s st sns s 63
4.5.1 Dependencia de la actividad con @I PH .....................ooooeuieiieciieecieeeectee e eetee s cee e e e e e s srte e e ssnteeeensteeeennnnes 63
4.5.2 PAIGMELIOS CINELICOS ............c.eeecveieiiieeiieeiitieeite e st eees e sae e tee e stee e teesbeesateessbeessaeessaeeaseesaseeenseeeseessteesnseesssens 64
4.5.3 Actividad de AcK y concentracion de sus sustratos en trofozitos..................cccccoeeeecieeeeciieeescieeeeesereeenens 68
4.6 CARACTETIZACION CINETICA DE LA ACETATO TIOCINASA (ACTK) e e 69
4.6.1 Dependencia de la actividad con @I PH .....................ooooeuieiieeiee e eeete e eece e s ee e et e e s ete e e s srteeeessteeesannnes 69
4.6.2 PAIGMELIOS CINELICOS ............c.eeecveieiiieeieeitieete e steeetes e sae e tee e s tee s tee s beesateesabeessteessaeeseesasaeeseeeseesnteesnseesssens 70
5.0 DISCUSION GENERAL.......cecerveeereevrsessesssesssssssssssssssssssnssssssssassssssssssessssasssssssnsssessssassnsssenssssnsssessnssssnsssnssens 78
L0 I 0T T (1K [T L= = =] g L= PP 79
7.0 PERSPECTIVAL.......citeeeiiiieneiiirenesisssnesiesssssissssssissssssiesssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnss 80
B.0 REFERENCIAS. .....ccooceeiuurrinriniissssnssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnns 81




1.0 INTRODUCCION

1.1. Historia de la amibiasis

Desde principios de la humanidad se ha tenido evidencia de la existencia de
Entamoeba histolytica. Hipocrates (460-377 AC) reconocié la amibiasis en un
paciente con disenteria y fiebre, a dicha enfermedad la nombré “Flujo del vientre”.
Otra evidencia se dio en América durante el siglo XVI, en publicaciones de Alcala de
Henares quien documentd el fallecimiento en 1611 de Fray Garcia Guerra, arzobispo
de México y Virrey de Nueva Espafa a causa de un cuadro caracterizado por fiebre y
dolor en el area hepética (Pinilla 2008).

En 1875 Lésh describi6 al parasito sin establecer la relacién causa-efecto con
la enfermedad (Dimon S. y Graham C. 2007). En 1903 Schaudin le di6 el nombre de
Entamoeba histolytica por su capacidad de lisar tejido y producir Ulceras intestinales
(Ximenez  2007). En 1982 Sargeaunt y Willams por medio de estudios
electroforéticos de isoenzimas establecieron que existian en el intestino humano dos
cepas de E. histolytica morfolégicamente idénticas pero no se conocia su
patogenicidad, al presentar bandas B en lugar de bandas a en la enzima
fosfoglucomutasa (Pinilla2008). Estudios recientes realizados con sondas de ARN y
ADN han demostrado la existencia de diferencias genéticas entre cepas patégenas y
no patégenas de E. histolytica; las segundas se han separado de las patégenas y

reclasificado como E. dispar (Buss S.et al. 2008).
1.1.2 Caracteristicas de la enfermedad

La amibiasis intestinal es el nombre con que se describe a la parasitosis
humana causada por el protozoario E. histolytica. Los trofozoitos de esta amiba se
adhieren a la pared del intestino y por la accion de sus proteasas penetran el tejido
para alimentarse de los productos proteoliticos de la sangre y los tejidos. Los
trofozoitos se reproducen en abundancia en el intestino y provocan la formacion de
abscesos que al romperse, descargan moco y sangre, lo que provoca la licuacion de
las heces y genera diarrea abundante por lo que la amibiasis presenta un cuadro de
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disenteria aguda. Los trofozoitos pueden diseminarse por la corriente sanguinea y
producir abscesos en el higado o, con menor frecuencia, en los pulmones o el
cerebro (Moran P. et al. 2012). Asi mismo, en su recorrido por el intestino, los
trofozoitos pueden transformarse en quistes, la forma infectiva del parasito y los
cuales se expulsan con las heces del hospedero,

1.1.3 Etiologia

Entamoeba histolytica, el protozoo patégeno intestinal mas frecuente en todo
el mundo pertenece a la superclase Rhizopoda del subfilo Sarcodina. El
microorganismo presenta un trofozoito con capacidad de alimentarse y replicarse en
el lumen del intestino humano. En condiciones desfavorables se transforma en un
quiste latente. La infeccion se contrae comunmente por la ingestién de quistes en

agua o alimentos contaminados con heces fecales.

Entamoeba histolytica se considerd un microorganismo primitivo por carecer
de mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico y posee un metabolismo
energético similar al de las bacterias. Tiene un genoma haploide de Mpb. En el
proyecto del genoma de amiba se indica que contiene 9,938 genes y un promedio
de 1.17Kb, donde solo el 25% de los genes contiene intrones y una cuarta parte son
multiples (Ximenez et al. 2007).

1.1.4 Morfologia del parasito

Se presenta bajo tres estadios: Una forma trofozoica de la luz intestinal
conocida como forma minuta; una mas capaz de invadir la mucosa intestinal y
responsable de la afeccién causada por el parasito, que se conoce como forma
tisular o como forma magna por su mayor tamano y la forma quistica tetranucleada

cuando madura.

Forma minuta (Fig.1) Mide 8 - 14um ademas de su tamario pequefo, se caracteriza

porque en su citoplasma se encuentran vacuolas digestivas con restos bacterianos o
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de otro tipo, pero nunca eritrocitos. Tiene nucleo con cariosoma puntiforme central.
Tiene una zona ectoplasmatica hialina que demarca el endoplasma granuloso.
Forma tisular o magna. Bastante mayor, desde uno 10 a 30 o0 mas um;
presenta el nucleo y las regiones citoplasmaticas asi como la caracteristica
motilidad. Solo se distingue por presencia de eritrocitos en el endoplasma.

cariosoma

MNucleo
Vacuolas

glucogeno

2 Uninucleado

VACUOQLAS
GLUCOGENO

VACUOLAS

L
DIGESTIVAS Binucleado &
CARIOSOMA

NUCLEOQ

inmaduro

Figura 1.1 Partes del Trofozoito y la maduracion del quiste

Quiste (fig1.1.). Esférico y subesférico de 10 a 20um de diametro y con una
cubierta quistica poco aparente, puede ser uninucleado o binucleado como
inmaduros y tipicamente tetranucleados cuando han completado su desarrollo,
se pueden observar cuerpos sidérofilos o cromidiales (manual parasitologia
2006).
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1.1.5 Ciclo Bioldgico

Ingesta del
quiste maduro

Enferrmedad

extra intestinal & Colonizacion
‘ = = No iInvasiva

Enfermedad b t-:-. \
intestinal W e

e Ml pllc:ac:cm

Ex Quistacion
%Tmfnzﬂm}ﬁ
3! ) Al huésped

Fig.1.2 Ciclo de vida de Entamoeba histolytica.
(http://www.dpd.cdc.gov/DPD/amibiasis).
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El contacto entre personas y la contaminacion con heces fecales por
manipulacion de alimentos y agua; parecen ser el medio de transmisién mas
importante. Asimismo, se ha documentado la transmision sexual, sobre todo entre
homosexuales varones (Marshall 1997). El ciclo de vida de Entamoeba histolytica
inicia con la ingesta de quistes tetranucleados por el hospedero, estos pasan al
estémago donde el acido clorhidrico del jugo gastrico reblandece la quitina que
protege a los quistes y da origen a 8 trofozoitos en el intestino delgado; en esta etapa
el trofozoito se multiplica por fision binaria. Ahi se alimentan de bacterias y restos

celulares.

Estos trofozoitos pueden emigrar por via hematégena al higado u otros érganos, o
pueden enquistarse en el intestino grueso completando el ciclo biolégico (Gonzalez
2012).

1.1.6 Patogenia

La enfermedad empieza cuando el trofozoito se establece preferentemente en
el ileon terminal. Los trofozoitos migran al intestino grueso, donde colonizan la
mucosa intestinal y se adhieren a la célula epitelial a través de lectinas, la méas
estudiada es la que tiene motivos de Gal/GalNac (Peterson 2010). Esta adhesina es
una proteina multifuncional, la cual le permite a la amiba la adhesion a eritrocitos

humanos, neutréfilos, algunos epitelios y a ciertas bacterias (Mortimer, 2010).

El dafo tisular inicia cuando los trofozoitos adheridos al epitelio intestinal
penetran la mucosa, que en las primeras etapas de la relacién hospedero-parasito
disminuye la motilidad de los parasitos. El dafo esta determinado por la muerte de la
célula epitelial, de los neutrdéfilos y linfocitos del huésped. La interaccién con las
células del hospedero origina una respuesta inflamatoria muy marcada a través de la
activacion del factor nuclear kapa B (NF-xB) y la secrecién de linfocinas. La
capacidad virulenta de cepas de E. histolytica depende de numerosos factores de
patogenicidad como la secrecién de proteasas de cisteina, proteinas formadoras de

poros (ameboporos), resistencia al estrés oxidante entre muchos otros. El
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ameboporo es un péptido que forma un canal de 77 residuos de aminoacidos,
existen tres isoformas de este (A, B y C) las cuales tienen en comun un residuo de
cisteina en posiciones idénticas, ademas de la histidina cerca del extremo N-terminal
(Beck L. et ali 2002).

Ademas en los trofozoitos se han descrito mecanismos de evasion de la
respuesta inmune del hospedero mediante los cuales escapan de los mecanismos de
resistencia del hospedero en el intestino. Por ejemplo, la lectina amibiana descrita
anteriormente tiene similitud con el CD59, esta ultima es un antigeno que se
encuentra en leucocitos para la activacién del complemento o las proteinas de
cisteina que degradan las anafilotoxinas C3a y C5a y son capaces de degradar a la

IgA secretora y IGg humanas, lo que impide la opsonisacién (Beck L. et al 2002).
1.1.7 Epidemiologia

Entamoeba histolytica tiene una distribucion mundial; sin embargo, las
infecciones son mas frecuentes en los paises y regiones en vias de desarrollo como
América Latina, Asia y Africa. Las zonas con mayor endemia son los paises
tropicales y subtropicales, ademas estan implicados los factores sociodemograficos
y de accesibilidad a los servicios sanitarios en una comunidad. Se considera que el
10% de la poblacion mundial esta infectada por el parasito, de los cuales el 90% no
tienen sintomas. Se calcula que cada afno ocurren 50 millones de casos sintomaticos
de los cuales 100,000 son mortales (WHO; 2006).

En México la amibiasis es el problema sanitario de salud publica mas
importante. Un estudio seroepidemiolégico reciente reporté que el 8.41% de la
poblacion tiene anticuerpos antiamibianos, lo que demuestra la elevada frecuencia
de infeccion por este parasito (Rodriguez et al 1999). En nuestro pais, de 1995 a
2006 se estim6 una tasa de morbilidad por amibiasis intestinal entre 1,000 y 5,000
casos por cada 100,000 habitantes, con pocas variaciones anuales. Se ha
demostrado que los menores de 15 afos son los més afectados. De las personas
infectadas, el 14% corresponde a E. histolyticay 10% a E. dispar (Gonzalez 1999).
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Antes de la década de los 50s del siglo pasado, la forma clinica mas
frecuente de la amibiasis era el absceso hepatico; sin embargo, con la llegada del
drenaje, agua potable y pavimentacion de las calles, ha disminuido sustancialmente
esta forma de la enfermedad; para el afo 2002 solamente se reportaron 3.6% de
pacientes que presentaron esta manifestacion clinica (Ximenez et al 2007).

1.1.8 Manifestaciones clinicas

De acuerdo a los sintomas de los individuos afectados, la amibiasis puede

agruparse en sintomatica sin dano tisular y sintomatico con dano tisular.

E. histolytica se multiplica en la luz intestinal; si no hay invasion de la pared, el
portador es asintomatico. Cuando hay invasion tisular, inicialmente el punto de
penetracion se manifiesta como la alteracibn microscépica de la mucosa y
submucosa, lo que produce una lesién puntiforme y que da origen a la laceracion.
Los trofozoitos se multiplican en la parte mas profunda de la lesion con tendencia a
destruir el tejido del lado, por debajo de la mucosa intestinal; cuando esto ha
sucedido se constituye la lesion caracteristica llamada “botén de camisa” la cual esta
formada por una papula con una pequena lesion central que se prolonga de manera
mas amplia desde la base (Kimura et al 1997).

Después de seis semanas se presenta la colitis amibiana sintomatica; cuyos
sintomas son (Tabla 1): dolor abdominal inferior y una ligera diarrea, seguida por
malestar, pérdida de peso, dolor en la espalda y abdomen inferior difuso. Una vez
que los trofozoitos han colonizado y destruido la mayoria de la mucosa intestinal, se
producen ulceraciones con moco abundante, provocando necrosis graves (Fig. 3a).
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Tabla 1.1 Amibiasis intestinal sintomatica

SINTOMAS

TIPOS
INVASIVA COLITIS
INVASIVA AGUDA CRONICA FULMINANTE
-Fiebre alta.
-Gran cantidad de . .
evacuaciones, pujos Yy ;j(i;sc:e“r:ltserl’a sin -Hemorragia
tenesmo. ) masiva.
-Cada vez se elimina ;j[i)a:)rlrc()era m%t?gommal, -Sensibilidad
menos materia fecal, ’ ) abdominal.
hasta ser solo moco .
sanguinolento. -Pujo y tenesmo -Se trata con
colectomia

1.1.9 Amibiasis extraintestinal

El absceso hepatico amibiano (AHA) se debe a la presencia de grandes
cantidades de amibas en el higado (Fig. 3B), que llegan ahi por via intravenosa
debido a la ulceracion del intestino.
hepaticos, se produce una reaccién inflamatoria alrededor de los parasitos; donde se
elevan los eosinofilos. Estas lesiones aumentan de tamafio y se van haciendo mas
irregulares, sin que la respuesta inmune pueda afectarlos, es entonces cuando los
hepatocitos sufren necrosis y las lesiones tienden a ser confluentes dando origen a
granulomas. Finalmente se produce necrosis a los cinco dias, y el desenlace es fatal

para el individuo (Kimura et al. 1997).
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Figura1.3B Biopsia de un paciente con absceso hepatico amibiano

Existen casos raros de amibiasis en otros 6rganos (Tabla 2)

Tabla 2 Otros tipos de amibiasis extraintestinal

Caracteristicas

Tipos pocos frecuentes

Pleuropulmonar

Cutanea y Mucosa

Cerebral

-complicacién
rotura del absceso.

-Dolor toracico, tos,
derrame pleural.

por

-poca higiene.

-Ulceras

perianales y

genitales.

-Olor fétido

-Diseminacion
hematogena.

-Mortal
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El diagnéstico de la amibiasis intestinal se realiza por medio del estudio
parasitolégico de las heces donde generalmente se observa quistes y raramente la
presencia de trofozoitos; también puede ser establecido por estudio de histopatologia
en tejidos. Las técnicas mas utilizadas en el diagnostico de laboratorio son la
fijacion PAF (Fijacion de fenol-alcohol y formol) para observar trofozoitos y la

tincién de Telemann para detectar quistes.

Para el diagnéstico del absceso hepatico, si existe sospecha, es necesario
hacer estudios imaginolégicos como el ultrasonido, e inmunoldgicos y
microbioldgicos para confirmar la etiologia. En caso de demostrar el agente, es

necesario un método invasivo como la puncién hepatica (Hanque R. et al.2003).
1.1.10 Tratamiento

Existen farmacos para el tratamiento de la amibiasis con accién a diferentes
niveles de los tejidos infectados: los de accion luminal, tisular dentro o fuera del

intestino, de concentracion tisular hepatica y de accién mixta .

Las quinoleinas y diyodohidroxiquinoleinas son compuestos derivados de
yodo, la quinfamida es una tetrahidroquinoleina halogenada con accioén luminal con
buena eficacia y tolerancia a tratamiento corto. Los medicamentos de accioén tisular
en el intestino son la clefamida y etofamida (Romero 1993) los cuales son
preparados sintéticos que se absorben parcialmente en el intestino y actian contra
los trofozoitos por contacto directo en la luz intestinal a diluciones muy altas, por
encima de 1: 80000.

El metronidazol y otros imidazoles como son el tinidazol, secnidazol y
ornidazol son de accidn sistémica, es selectivo contra microorganismos anaerobios.
Después de ingresar a la célula por difusién, su grupo nitro es reducido por la
actividad de nitroreductasas y proteinas redox a un radical nitro altamente reactivo y
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produce citotoxicidad al parasito al generar estrés oxidante que dafa el DNA y otras
biomoléculas esenciales (Pérez-Trallero & Iglesias 2003).

El metronidazol es el farmaco por excelencia, pero se han reportado cepas in vitro
que han generado resistencia de hasta 10 uM (Samarawickema et al. 1997). Este
farmaco tiene sabor metdlico y causa nauseas, dolor abdominal, cefalea vy

neutropenia reversible, confusion, convulsiones (Tracye y Zlobl 2001).

1.2 ANTECEDENTES DEL METABOLISMO ENERGETICO DE E. histolytica

El parasito carece de mitocondrias y las enzimas del ciclo de Krebs y la
fosforilacion oxidativa por lo que la glucdlisis es la Unica via significativamente
importante para cubrir las demandas energéticas requeridas para sus procesos
vitales (Reeves 1984; Saavedra et al 2005).

1.2.1 GENERALIDADES DE LA GLUCOLISIS

La glucodlisis es la via metabdlica encargada de oxidar la glucosa con la
finalidad de obtener energia para las células. Este proceso metabdlico se resume en

la siguiente ecuacion:
glucosa + 2 NAD® +2 ADP +2Pi  ——* 2 piruvato + 2 ATP+ 2 NADH

El hecho de que esta via ocurra en organismos muy diversos, indica que es
una via metabdlica conservada, es decir presente en organismos filogenéticamente

distantes.

Esta via se divide en dos fases: la primera consta de cuatro reacciones de las
cuales dos de ellas son de fosforilacion por lo que consumen ATP, el objetivo de esta
fase es romper la molécula de glucosa para producir dos triosas fosfatadas que
terminardn como dos moléculas de gliceraldehido-3-fosfato (G3P), por medio de la
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triosafosfato isomerasa (TPI). La segunda fase oxida estas dos moléculas hasta
piruvato con formacién neta de dos moléculas de ATP y poder reductor en forma de
NADH (Nelson y Cox 2005)

La glucdlisis en mamiferos esta regulada por tres reacciones irreversibles en

condiciones fisioldgicas:

1) la hexocinasa (HK) fosforila al C-6 de la glucosa consumiendo una molécula de
ATP. Esta enzima se inhibe por el producto de la reaccion, glucosa-6-fosfato (G6P).

HK
glucosa » glucosa 6-P
e

Mg-ATP Mg-ADP AG=-16.7 kd/mol

En el higado se encuentra una isoenzima especializada de la HK, la
glucocinasa, la cual no se inhibe por la G6P pero tiene 10 veces menor afinidad por
la glucosa que la HK (Nelson y Cox 2005).

2 ) La fosforilacion de la fructosa-6-fosfato (F6P) es el segundo paso regulado de la
glucdlisis, donde la fosfofructocinasa 1 (ATP-PFK1) transfiere un fosfato del ATP al
C-1, para formar fructosa 1,6-difosfato (F1,6BP). Cuando se alcanzan altos niveles
de ATP en la célula, la PFK se inhibe alostéricamente por este metabolito,
disminuyendo su afinidad por F6P; en contraparte, cuando la demanda energética de
la célula es alta, se produce un incremento en los niveles celulares de ADP. Por la
accién de la adenilato cinasa, dos moléculas de ADP se transforma en ATP y AMP y
éste ultimo es un activador alostérico muy potente de la ATP-PFK1 (Nelson y Cox
2005).

Fructosa 6- fosfato ﬁ' Fructosa 1,6 BP

Mg-ATP Mg-ADP AG=-14.2kJ/mol
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Al nivel de la PFK, los niveles de glucosa extracelular también regulan el flujo
de la glucdlisis. Cuando la concentracién de glucosa en sangre es baja, aumentan
los niveles de la hormona glucagon que favorece la fosforilacién de la actividad de
fosfatasa de la fosfofructocinasa tipo 2 (ATP-PFK2) e inhibiendo su actividad de
cinasa, lo que hace descender el nivel de F2, 6BP el cual es el activador mas potente
de la ATP-PFK1. Al contrario, si la concentracion de glucosa en sangre es alta, a
través de una cascada de senalizacion mediada por la insulina, la ATP-PFK2 se
desfosforila con lo que se incrementa su actividad de cinasa e incrementa los niveles
de la F2, 6BP los cuales incrementaran la actividad de la ATP-PFK1 favoreciendo el
flujo glucolitico (Nelson y Cox, 2005).

La dltima enzima de la glucélisis que es regulada alostéricamente es la
piruvato cinasa (PYK) la cual transfiere el grupo fosfato del fosfoenolpiruvato (PEP) al
ADP para generar ATP y piruvato. La PYK se regula de manera diferente segun el
tejido en el que trabaje, pero en higado se inhibe en presencia de ATP y acetil-CoA,
y se activa por la la F-1,6-BP y la concentracion de fosfoenolpiruvato (Nelson y Cox,
2005).

fosfoenolpiruvato 7_? Piruvato

Mg-ADP Mg- ATP AG=-31.4kJ/mol

1.2.2 Diferencias en la glucdlisis de Entamoeba histolytica.

Existen diferencias importantes entre la glucolisis de mamifero y la del parasito
(Fig. 1.4) (Reeves 1982). En la via amibiana solo la HK cataliza una reaccion
irreversible y no se inhibe por G6P, sino el ADP y AMP son potentes inhibidores
competitivos con respecto al ATP. Ademas, el parasito tiene las enzimas
dependientes de pirofosfato fosfofructosa cinasa dependiente de pirofosfato (PPi-
PFK) y la piruvato fosfato dicinasa (PPDK) (Figura 1.4) las cuales catalizan

reacciones reversibles y cuyas contrapartes en la glucélisis de mamiferos son la
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ATP-PFK1 y la PYK ( piruvato cinasa). La amiba cuenta con genes que codifican
proteinas similares a estas dos, sin embargo la actividad de estas enzimas que se
determind en los trofozoitos es de apenas el 10% de la de las contrapartes
dependientes de PPi, por lo que muy probablemente no contribuyen de manera
significativa al flujo glucolitico (Saavedra et al 2007). Asi mismo, en el primer paso
de fosforilacion a nivel de sustrato catalizado por la 3-fosfoglicerato cinasa (PGK) la
enzima tiene un orden de magnitud mayor afinidad por el GDP que por el ADP, por lo
que este primer paso sintetizaria de manera principal GTP en lugar de ATP (Reeves
1984; Saavedra et al, 2005).

La descarboxilacion oxidativa del piruvato también tiene diferencias con la del
humano. La amiba no tiene la piruvato deshidrogenasa tipica de organismos
aerobicos, la conversion de piruvato a aceti-CoA es catalizada por la
piruvato:ferredoxina oxidoreductasa (PFOR) (Reeves, 1975, Pineda et al, 2010). Los
electrones de la oxidacion se transfieren a dos moléculas de ferredoxina las cuales

se reoxidan por otros procesos celulares.
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Figura 1.4. Via glucolitica de Entamoeba histolytica
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Una diferencia con respecto a las células de mamifero es que los productos finales
de la glucolisis en amiba son el acetato y el etanol mientras que en mamifero el
producto final es lactato, producto de la reaccién de la lactato deshidrogenasa. El
etanol y acetato se obtienen a partir de acetil-CoA. El flujo principal de la glucélisis
es hacia la formacion de etanol. La alcohol deshidrogenasa bifuncional (ADHE) de
amiba reduce el acetil-CoA a acetaldehido y posteriormente este ultimo lo vuelve a
reducir para producir el etanol. En este proceso se oxidan dos moléculas de NADH
producto de la glucdlisis y se requieren otras dos moléculas de NADH provenientes
de la oxidacion de la ferredoxina para poder regenerar el NAD+ para que el flujo
glucolitico no se interrumpa. El metabolismo del acetato se describe en detalle a

continuacion.
1.3 METABOLISMO DEL ACETATO EN E. histolytica

Nuestro grupo de investigacion reporté recientemente que solamente el 10%
del acetil-CoA producto del catabolismo de la glucosa se transforma en acetato por la
accion de la acetato tiocinasa (AcTK) (Pineda et al 2010). La sintesis de acetato en
E. histolytica (Fig. 1.5) ha sido poco analizada y no se sabe la relevancia que pueda

tener esta via en el metabolismo intermediario del parasito, por lo que esta tesis se

GLUCOSA

Glucdlisis

2, _ ACETIL- CoA Q"
>
% <0
P*\’O\)ﬁ 5 < Fosfotransacetilasa ?‘K_/?‘S?
ETANOL
Ack
ACETIL-P € //_\\ = sl
Pi PPi

Via exogena

Fig 1.5 Vias de obtencion de acetato en el parasito E. histolytica.
———————————
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enfoc6 a estudiar las enzimas del metabolismo del acetato del parasito. A
continuacién se describe lo reportado para este metabolismo.

1.4 ACETATO TIOCINASA
La reaccion de la AcTK se muestra a continuacion:

acetil-CoA + ADP + Pi ——» acetato + ATP + CoA
AcTK

Es muy poca la informacion que se tiene de la AcTK amibiana. En 1975
Reeves reporté la evidencia de produccién de acetato en cultivos amibianos
monoxénicos incubados en condiciones aerobias (Reeves 1975). Posteriormente, a
partir de extractos amibianos logré semi-purificar esta enzima y deterrminé una
velocidad maxima (Vmax) de la 0.44 U/mg de proteina. Esta enzima utiliza ADP y Pi
como sustratos en lugar de AMP y PPi como la enzima de mamiferos. En el 2000
Jessica Field logro optener la secuencia de la enzima; la cual reporto en el genbank.

Ademas de la AcTK, existe otra reaccidén en la amiba que sintetiza acetato. La
acetato cinasa (AcK) dependiente de PPi utiliza acetilfosfato (acetil-P) y Pi para
sintetizar acetato y PPi.
acetil-P + Pi———— > acetato + PPi

AcK
1.5 ACETATO CINASA

Una caracterizacién parcial de la AcK de E. histolytica fue publicada por
Reeves (Reeves et al, 1975). Es ese estudio se purificd a la enzima a partir de
extractos amibianos y se determind una Vmax de 0.77mU por mL, y con afinidades
por sus sustratos de Kmgceti-p = 0.006mM y Kmp; 2.2mM. También se establecié que

la reaccién reversa esta poco favorecida.

Es importante resaltar que hasta el momento, en E. histolytica no se ha

encontrado actividad de fosfotransacetilasa ni de otra acetato cinasa depediente de
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ATP que pueda originar acetil-fosfato (Fig. 1.5) (Reeves, 1984). En otros
microorganismos que utilizan el acetato como fuente de carbono estas dos
reacciones activan al acetato para su posterior metabolizacién. Se ha propuesto que
el acetil-P que necesita la AcK amibiana para generar acetato proviene de la
fagocitosis de bacterias por el parasito (Reeves et al 1975). Esto aun no ha sido

evaluado.
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2.0 JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Debido a la poca informacion que existe en E. histolytica sobre la funcién
fisiologica del metabolismo del acetato y sus enzimas involucradas, este proyecto de
tesis consisti6 en caracterizar cinéticamente las enzimas y determinar los
intermediarios de esta seccion de la glucdlisis amibiana. La determinacién de la
actividad de estas enzimas y los metabolitos en el parasito nos permitira establecer
su funcionalidad en la célula. Asi mismo, los datos cinéticos y metabdlicos
generados serviran para actualizar un modelo computacional de la glucdlisis en

amiba construido por el grupo de trabajo (Saavedra et al 2007).

2.1 HIPOTESIS

Debido a las propiedades cinéticas y presencia de sus sustratos en la célula, la AcTK
contribuira mas que la AcK en la sintesis de acetato.
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2.2 OBJETIVO GENERAL DE LA TESIS DE LICENCIATURA

Caracterizar el metabolismo del acetato en E. histolytica

2.3 OBJETIVOS PARTICULARES

. Clonar los genes y sobre-expresar las enzimas AcTK y AcK de E. histolytica.

. Obtener las proteinas recombinantes en forma pura y estable.

Caracterizar cinéticamente a las enzimas recombinantes en condiciones
cercanas a las fisioldgicas de pH (6.0 y 7.0) y de temperatura (37°C).

Determinar las actividades y concentraciones de intermediarios del metabolismo
del acetato en el parasito.
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3.0 METODOLOGIA

En el siguiente esquema se sintetiza el plan de trabajo que se llevé a cabo

durante el proyecto de tesis.

Figura 3.1. Estrategia experimental

+ Elaboracion de los cebadores para las enzimas AcK y ACTK a
partir de secuencias ya reportadas en el genebank.

» Reaccion de cadenade la polimerasa para amplificar dichos genes
deinterés.

<

oligonucleotidos

» Ligacion en vector especifico para productos de PCR.

» Transformacion en células E. coli Top10.
* Realizar aislamiento del DNA plasmidico, por medio de la técnica de

2 minipreps.
Clg‘rjmé_c??rlzen » Liberacion del gen con enzimas de restriccion (elaboracion de cebadores)

<«

» Secuenciacién

+ Ligacion en el vector de sobre expresion.
 Transformacién en células E. coli BL 21.
 Patrén de restriccion.

Clonacién en . i S =
PET28 Purificacion de la proteina

K

+ Determinacién de las parametros cinéticos (Km, Vmax, eficiencia catalitica)
» Determinacion en extractos citosolicos la Vmax, concentracion de metabolitos.

Evaldacion

K&
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3.1 CLONACION DEL GEN
3.1.1. Diseno de los cebadores

Se disefiaron dos oligonucléotidos correspondientes a las regiones 5y 3'de la
AcTK y ACK. Su secuencia de nucleotidos se bas6 en las secuencias reportadas
para los genes de ambas enzimas en el banco de secuencias del genoma de E.
histolytica (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) correspondientes a los marcos de lectura
AF286346.1 y NW_001914922.1, respectivamente. Se adicionaron los sitios de

reconocimiento para las enzimas de restriccion Ndel (extremo 5°) y Xhol (extremos

3") para facilitar su clonacién en plasmidos. La secuencia de los oligonucleétidos se
muestra a en la tabla 3.1.

Tabla 3.1. Cebadores para la amplificacion de las enzimas AcK y AcTK.

enzima | direccion | Secuencia de oligonucleétidos

Fw 5'CGTACATATGCAGTTTGAGCCACTC-3
AcTK

Rw 5-GCTACTCGAGTTATGGTTGGATGAC-3’

Fw 5-CGTACATATGTCTAACGTCCTAATATTC-3
AcK

RW 5-GCTACTCGACTTAAAACTGAAATAATTC-3

3.1.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Esta técnica de PCR (Fig. 3.2) nos permite amplificar selectivamente y
exponencialmente un segmento especifico de DNA utilizando cebadores especificos

hasta obtener una cantidad suficiente para su posterior manipulacion.
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La DNA polimerasa realiza la extension del cebador a partir del extremo 3’OH libre

de la ribosa utilizando como molde la cadena complementaria (Bell 1989)

1% taze: Desnaturalizacian.
Se aplica calor para separar
laz cadenas dobles del ADN
en cadenas Onicas

Ciclo 5 _
Cizlo 4
La cantidad de 20N se | Ciclo 3/
duplica en cada cicla Ciclo 2
de PCR. Una wez
completados las 30
ciclos [que ez el nimero

Cadenas dobles
amienzo ciclo

Fin del gigle 1

Cadenaz Onicaz

utilizada en el ——— | Ciclo de PCE  IRE =l gs
procedimiento estandar) la temperatura
ze habran generado

millones de copiaz del

zegmenta de ADM
ariginal

i EEEEDTEEEEHD[
- L% kY
32 faze: Extenzion. Loz cebadores, avudados
v 7
22 faze: Acoplamiento de los

por una A0M polimeraza sensible ala
temperatura » dM TPz [nucledtidos afiadidos a
la reaccidn], proparcionan el punto de partida

para la extenzion de la cadena.

ll.~‘‘'‘'----..._,_,_...----"'"

cebadores: La temperatura ze
reduce lo suficiente para permitil
la uridn de log cebadores de

PCRa laz cadenas de ADM
deznaturalizado,

T

reaccion en

Figura 3.2. Fundamento de Ia cadena de la

(http://www.institutoroche.es/)

polimerasa.

Esta técnica se llevd a cabo para la amplificacion de fragmentos de DNA que
contuvieran los genes que codifican para las enzimas de interés utilizando como
templado el DNA gendmico de E. histolytica ya que se ha reportado que la mayoria
de sus genes no contienen intrones. El volumen de la reaccion fue de 50uL y

contenia lo siguiente:

31



Tabla 3.1 Componentes de la mezcla de reaccion de PCR

Componente Concentracion
final
MgCl, 1.5mM

Buffer de reaccién * 2X

DMSO 0.1mM
Mezcla de 0.2mM
desoxiribonucleétidos

(dNTPs)

cebadores 200ng
DNA

MgSO, 8mM

Pfu DNA polimerasa | 1U

*50 mM Tris-Cl (pH 8.3), 75 mM KCI,3 mM Mg,Cl.

El termociclador de gradiente (Marca Biometra) se programd con el siguiente

protocolo de amplificacién para determinar la temperatura 6ptima de alineamiento de

los cebadores:

Paso 1
Paso 2
Paso 3
Paso 4
Paso 5
Paso 6
Paso 7

95°C , 3 min 1 ciclo desnaturalizacién
95°C , 30 seg desnaturalizacion
gradientes de 68°C, 1 min alineamiento cebadores
72°C, 4min Extension

Se repite pasos 2-4 por 30 ciclos

72°C, 10 min

4%c.

Las temperaturas de alineamiento fueron de 61°C para la AcTK y 58.8°C para

la AcK.
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3.1.3. Purificacion del fragmento por electroforesis en geles de agarosa.

La electroforesis en gel es un método que se emplea para separar
macromoléculas en funcion del tamafno y la carga eléctrica (Sambrook y Russell
2001). La fuerza motriz de la electroforesis es la tension eléctrica aplicada a los
electrodos en ambos extremos del gel (Fig. 3.3). Muchas macromoléculas biolégicas
poseen grupos ionizables y a un pH determinado existen en solucidén como especies
cargadas eléctricamente, sean cationes (+) o aniones (-). Segun la naturaleza de la

carga neta, las particulas cargadas migraran hacia el catodo o hacia el anodo.

La separacion de las macromoléculas depende de dos variables: carga y
masa. La corriente eléctrica de un electrodo repele las moléculas, al tiempo que el
otro electrodo las atrae. La fuerza de friccion del material de gel actua como tamiz
molecular, separando las moléculas en funciéon de su tamano. Podemos calcular el

peso aproximado de las moléculas separadas por medio de marcadores de peso

molecular.
Fuente de Electrodo
alimentacion
Muestra Gel Figura 3.3 Electroforesis en gel. Los
+ - compuestos se separan de acuerdo al
tamano y carga al hacer pasar una
ﬂb corriente eléctrica a través del tamiz
i utilizado.
£ j . |
Cubeta Tampén

Los productos de la reaccion de PCR se separaron por electroforesis en un gel
de agarosa al 0.8% con 0.5 pg/mL de bromuro de etidio. EIl gel se colocd en una
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camara de electroforesis que contenia buffer TBE 0.5X (45 mM Tris, 45 mM acido
bérico, 1 mM EDTA pH 8.3) y se aplicé una corriente de 100 V.

Para observar las bandas de DNA, el gel se coloc6 en un trans-iluminador con
luz UV, ya que el bromuro de etidio se intercala entre las bases del DNA vy fluoresce
al exponerlo a luz UV.

3.1.4 Purificacion del fragmento

Los fragmentos de DNA del peso aproximado de los genes de interés que se
separaron por electroforesis, se cortaron del gel y se extrajeron del gel de agarosa
utilizando el kit zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo research). La técnica se basa
en la union del DNA a particulas de silice cuando la concentracion salina es alta,
posteriormente, el DNA se eluye de la resina en presencia de agua o en soluciones

amortiguadoras de baja fuerza idnica.
El protocolo general es:

1. Anadir tres volimenes de buffer ADB por volumen de muestra, e incubar a 55°C
durante 15 min.

2. Centrifugar (microcentrifuga eppendorf 5415C) a 15996 x g por 5 seg

3. Descartar el sobrenadante y lavar la resina con buffer de lavado (etanol 100%),
centrifugar durante 30 seg. Repetir el lavado dos veces mas. Eluir el DNA con 10 uL
de agua Milli-Q.

3.1.5 Ligacion al plasmido pJET 1.2

Una vez que se purificaron los fragmentos de interés, se procedié a su ligacion
al vector pJET 1.2 de Fermentas (Fig. 3.4). Este plasmido es especifico para clonar
productos de PCR (de 6pb a 10Kb) en su sitio de clonacion multiple (MCS). Contiene
el gen para la B-lactamasa el cual confiere a las células que contienen el plasmido

resistencia a la ampicilina, esto para la seleccién y mantenimiento de las células
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recombinantes. Ademas en el MCS tiene el gen eco47R que cuando se expresa en
la célula es letal, por lo que cuando se interrumpe su secuencia por el fragmento

insertado, evita que las células mueran.

Faql 103 Adel 120
Bvel 219
Alol 284

Pdml 2590
Begl 2511

Csp6l, Rsal 2474
Tatl, Scal 2473

Pvul 2362 Hindlll 624
BbvCl, Bpul0l 717
Nsbl 2215 Mvai2691 722 ]
NmeAlll 2118 Esp3l 739 Fig. 3.4 Mapa del Vector pJET 1.2/ Blunt
Bgll 2109
Cir10l 2075 Mssl 761
Gsul 2080
Eco311 2062

Bfil 2040
Eam1105] 1990

Munl 892

Smul 951
Bsaxl 955

Aasl 1204 Lgul 979

BceAl 1588
Cail 1513

PspFl 1406

Los componentes de la reaccion de ligacion se muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Componente de la reaccidn de ligacion

Reactivos Volumen

uL
Buffer de reaccion 2X 10
Producto de PCR* 1-3
pJET 1.2 /blunt 50ng/uL
H.O 19 uL
T4 DNAligasa 4U

*El producto no debe tener adeninas en sus extremos. La
Pfu DNA polimerasa no se las incorpora.

La reaccion de ligacién se incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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3.1.6 Transformacion de bacterias con el plasmido

La transformacion es un proceso por el cual las células captan DNA libre
presente en el medio. Para que la transformacion tenga lugar, la bacteria tiene que
encontrarse en el llamado estado de competencia que ocurre en determinadas
condiciones fisiologicas; en dicho estado, la bacteria presenta alteraciones en su
pared y membrana celulares que permiten la entrada de acidos nucleicos en la célula
(Gerard. 2007). Uno de los métodos fisicos de transformacion es la electroporacion,
consistente en inducir la incorporacion del DNA mediante la aplicacién de un pulso
eléctrico muy breve e intenso. La competencia también se puede inducir con

tratamientos quimicos utilizando compuestos como el cloruro de calcio.

Para hacer células competentes de la bacteria Escherichia coli (dependiendo
de la cepa de interés), se crecieron las células en 50 mL de medio Luria-Bertani (LB;
0.5% de extracto de levadura, 1% de NaCl y 1% de triptona) a 37°C hasta alcanzar
una absorbancia de 600 nm. Posteriormente el cultivo se enfridé en un bafo de hielo
por 10 min. En condiciones de esterilidad se pasaron a un tubo de centrifuga y se
cosecharon las células por centrifugacién a 4500 x g por 10 min a 4°C. Se eliminé el
sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en 33 mL de CaCl, estéril y se
incubé una hora en hielo; transcurrido este tiempo las células se cosecharon
nuevamente con las mismas condiciones. Se resuspendi6 el pellet en CaCl, 0.1M y
17% de glicerol estéril. Finalmente se hicieron alicuotas de 500 pL y se almacenaron
a-70°C.

Para transformar las células con el plasmido pJET1.2 con el inserto
incorporado, se adicionaron 50 uL de bacterias competentes E coli de la cepa Top10
al tubo de la reaccién de ligacién. Se incub6 durante una hora en hielo y se realiz6é un
choque térmico en un barno a a 42°C por 1 min para que se favoreciera la entrada del
plasmido a la bacteria. Después se incubaron las bacterias durante 5 min en hielo, se
anadié un mililitro de medio LB y se incubaron a 37°C por 1 hr para permitir que se

recuperaran del estrés provocado. Posteriormente, se cosecharon las células a 100
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xg durante 5 min y se sembraron en medio LB con 1pg/mL de ampicilina para

seleccionar a las colonias de bacterias que tuvieran el vector.

3.1.7 Purificacion del Plasmido

Se seleccionaron 5 colonias transformadas y se cultivaron en medio LB liquido
con ampicilina (1pg/mL) toda la noche a 37°C. Las células se cosecharon por
centrifugacion a 1000 x g durante 10 min. El DNA plasmidico se purifico utilizando el
Kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). El protocolo

consiste:

1.- Cosechar las células por 5 min y descartar el sobrenadante.

2.-Resuspender el pellet en 250 uL de Cell Resuspension solution (250mM Tris-HCI
pH 9, 10 mM MgCly).

3.- Adicionar 250uL de Cell Lysis Solution (0.2M NaOH, 1% SDS) y mezclar la
muestra por inversion 4 veces.

4.- Adicionar 10uL de Alkaline Protease Solution, mezclar e incubar por 5 min a
temperatura ambiente.

5.- Adicionar 350uL de Neutralization solution (4.09M clorhidrato de guanidina, 0.759
M acetato de potasio y 2.12 M acido acético glaciar) mezclar, centrifugar 10min a
15996 x g a temperatura ambiente.

6.- Vaciar el sobrenadante a una columna colectora de DNA y centrifugar 1 min a
15996 x g a temperatura ambiente.

7.- Adicionar 750uL de Wash solution (162.8 mM acetato de potasio, 22.6 mM tris-
HCI pH 7.5, 0.109 mM EDTA pH 8, 60% etanol), centrifugar 1 min y descartar el
sobrenadante.

8.- Repetir el paso 7 con 250uL de wash solution, centrifugar por dos minutos a
15996 x g.

9.-Pasar la columna colectora a un tubo eppendorf de 1.5mL, adicionar 100uL de
H-O Milli-Q, centrifugar a15996 X g y guardar el eluido a -20°C.
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3.2 Identificacion del gen

Se realizaron digestiones del plasmido purificado de las diferentes clonas para
determinar cuéles contenian el inserto del gen de interés y establecer si el fragmento
amplificado contiene los sitios de restriccién deducidos de acuerdo a la secuencia de
nucleétidos reportada en el banco del genoma de amiba.

Se utilizaron las enzimas de restriccién Ndel y Xho | cuyos sitios de corte se
introdujeron al disefar los oligonucleétidos y que extraen el inserto completo del
plasmido. Las condiciones de reaccién generales para las dobles digestiones se
muestran en la Tabla 3.3

Reaccion Concentracién

final
Buffer 2 (10X)* 1X Tabla 3.3 Reaccion de digestion del plasmido
BSA 1 mM con enzimas de restriccion
Ndel 10U
Xhol 25U * Su contenido es 50 mM de NaCl, 100 mM Tris-
Volumen final 10uL

Por otro lado, se realizaron triples digestiones de Ndel y Xhol junto con
algunas de las siguientes tres enzimas de restriccion Bam HI, Sac I, Eco RV y Bgl Il
para determinar si los fragmentos amplificados correspondian a los genes de interés
de acuerdo a la Tabla 3.4El protocolo general se muestra en la siguiente tabla
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Reaccion AcK AcTK

Buffer 2** 1X 1X

BSA 1X 1X

Ndel* 10U 10U

Xhol* 2.5U 2.5U

Plasmido 6uL 6uL Tabla 3.4 Digestiones internas para los
BamHI |- 10U genes de interés
Sacl |- 10U

Eco Rv 10U [ --—-m-

Bgl Il 50 |

Volumen final 10 uL 10 uL

Se incubaron las mezclas por dos horas a 37°C y los fragmentos se separaron
por electroforesis en geles de agarosa para su analisis.

Una vez evaluado que los fragmentos amplificados y clonados pudieran
contener los genes de interés, éstos se enviaron a secuenciacion automatica de DNA
en el Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Los fragmentos amplificados si

contenian los genes de interés.

3.3 Sobreexpresion de las enzimas en bacterias E. coli
3.3.1 Ligacion al vector de expresion pET28

Una vez confirmado que el DNA amplificado correspondia a los genes de
interés y que no se hubieran introducido mutaciones durante el proceso de
amplificacion, los genes se clonaron en el plasmido de expresién en bacterias pET
28. Este plasmido (Fig. 3.5) es un vector de sobrexpresién disefiado para producir
copias de una proteina deseada en una célula huésped. Este vector tiene todos los
cédigos genéticos necesarios, desde el promotor para la célula huésped bacteriana,
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la secuencia de terminacion, el promotor T7 que solo se une a la T7 RNA polimerasa
proporcionandole selectividad, el gen lac que es un gen que codifica para el represor
T7 para evitar expresion inespecifica y un casete de resistencia a la kanamicina.
Dependiendo de las enzimas de restriccién que se utilizan para cada gen, se pueden
adicionar etiquetas de histidinas en el extremo amino terminal de la proteina

expresada.

Figura 3.5 Caracteristicas del vector de sobrexpresion pET28
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Los plamidos pJET que
contenian los genes de interés se digirieron con Ndel y Xhol para obtener los genes
mientras que el pET28 se digirié con las mismas enzimas de restriccion. La reaccion

de ligacién contenia lo siguiente

Reactivo componente
pET-28 Xul

Gen purificado | 10uL

DNA ligasa 4U

Buffer* 1X

Volumen final 10uL

Tabla 3.5 Reaccidn de ligacion de los genes en el pET28
*50mM Tris-HCI, 10mM MgCL2, 10mM
DTT, 1mM ATP, 25ug/mL pH 7.5
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Posteriormente, la reaccion de ligacion se incub6 toda la noche a 16°C.

Las bacterias de E.coli de la cepa BL21(DE3)(pLysS) son lisbgenos del fago
DES3 el cual puede transcribir el gen de la T7 RNA polimerasa que solamente
reconoce el promotor unido al gen de interés presente en el plasmido pET28; por lo
tanto, el incremento en la transcripcion del gen insertado en el plasmido se da de
manera especifica. Las bacterias de dicha cepa se hicieron competentes por el
tratamiento con cloruro de calcio descrito anteriormente y posteriormente se
transformaron con la mezcla de ligacion por el método también descrito
anteriormente. Las clonas se seleccionaron por su resistencia a kanamicina

(1pg/mL) en la placa de cultivo.
3.3.2 Sobreexpresion de las proteinas en las bacterias

Se eligieron 10 colonias y se sembraron en 3 mL de medio LB con kanamicina
(1ng/mL), se incubaron a 37°C hasta alcanzar una densidad éptica a 600 nm en un
rango de 0.5-0.6, después se indujo la expresién de las proteinas agregando 0.4 mM
de IPTG y se continu6 el crecimiento a 25°C toda la noche.

El IPTG es un andlogo de la lactosa la cual se une al represor lac que esta
unido al promotor del plasmido y evita la transcripcion del gen blanco. Dicha unién
hace que el represor se despegue del promotor y pueda estar disponible para que se
una la T7 RNA polimerasa y empezar la transcripcion de los genes de interés.
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3.3.3 Seleccion de las clonas de sobreexpresion

Para identificar las clonas que sobre-expresan las proteinas de interés, se

muestrearon alicuotas de los cultivos de las diferentes clonas y las proteinas

celulares se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. Los

geles separador y concentrador se prepararon de acuerdo a la Tabla 3.6:

Separador
12.5%
Acrilamida
30% 3.0 mL
Buffer de
separaciéon 1.9mL*
pH8.8
APS 10%
(L) e
TEMED 5
10uM (pL)

42

Concentrador
1
300uL

4441

28

2.5

Tabla 3.6 Preparacion de los geles
separador y concentrador de acrilamida
para la electroforesis en geles de
agarosa

*Tris 18%, SDS 10%, pH 8.8,en HCI 12N.

**Tris 6%, SDS 10%, pH 6.8, en HCI 12N




La preparacién de las muestras fue: 10 pL cultivo de bacterias +10 pL de H,O + 5 pL
Buffer de carga (10% glicerol, 10% SDS, 2 mg de bromofenol, 1uL de B-
mercaptoetanol) y se incubaron 5 min a ebullicibn. Asi mismo, se incluyeron

estandares de peso molecular para proteinas.

La electroforesis se realiz6 en una camara de electroforesis y se aplicé una
corriente de 120 volts. Al terminar la electroforesis, el gel se tifié con una solucién de
azul de coomassie (1% azul brillante de coomassie, 50%metanol, 10% acido acético
glacial) durante una hora y se destind con soluciéon para destenir (40% metanol,
10%acido acético glacial). Se seleccionaron aquellas clonas que presentaran bandas
de proteina enriquecidas de acuerdo al peso molecular esperado.

El protocolo de induccién descrito anteriormente sirvi6 para la AcTK; sin
embargo, siguiendo este mismo protocolo la AcK mostré baja sobreexpresion y se
hicieron las siguientes modificaciones. Se sembraron 4 matraces con 50 mLde
medio LB con Kanamicina con una colonia cada uno.. Se incubaron a 37°C con
agitacion por 6 horas. Transcurrido este tiempo se incubaron toda la noche en
refrigeracion para inducir la expresion de chaperonas que ayudan en el correcto
plegamiento de las proteinas. Al dia siguiente se indujo la expresion de las proteinas
0.4mM IPTG y se incubaron a diferentes temperaturas (25°C y 37 °C) por 3 y 6 horas.

En ambos protocolos de sobre-expresion se realiz6 el control con bacterias
BL21 sin vector de sobrexpresion tratadas en las mismas condiciones que las clonas
de interés.

3.4 Purificacidén de las proteinas

Una vez estandarizados los protocolos de expresion se escalaron los cultivos
a 50 mL siguiendo el mismo procedimiento de cultivo, induccion e identificacién por
electroforesis. Las bacterias sobrexpresantes se cosecharon por centrifugacion a
15996 x g durante 10 min y se resuspendieron en solucién de lisis (100 mM de
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trietanolamina- HCI pH 7.4, 300 mM de NaCl y 2 mM de imidazol). Se sonicaron en
hielo con 5 pulsos de 1 min al 70% de la maxima capacidad del sonicador con un
minuto de descanso entre cada uno. El lisado celular se centrifug6 a 8161 x g
durante 10 min. Se recuper6 el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 1
mL de la solucidn de lisis. Para determinar si las proteinas se expresaban de manera
soluble o insoluble, se realiz6 la separacion de muestras del sobrenadante y
precipitado a través de electroforesis en geles de acrilamida en las condiciones
previamente descritas. Para la purificacion de las proteinas se utilizaron las

fracciones que tuvieran la proteina en forma soluble.

Las proteinas se purificaron por cromatografia de afinidad con metales. Esta
técnica permite la separacion de mezclas proteicas por su afinidad a un ligando; las
proteinas que se retienen en la columna son aquellas que se unen especificamente
al ligando. Se termina con la elucién de la proteina de interés con una solucién que
compita por la afinidad al ligando. En la metodologia las proteinas se purifican
utilizando una resina acoplada a cobalto (Marca Clontech) a la cual se va a unir
nuestra proteina de interés debido a la cola de histidina que le adiciona el vector pET
28. Las proteinas se eluyen con una alta concentracion de imidazol, el cual compite
con las histidinas por el sitio de unién al Co®* y al estar en mayor concentracion, el

imidazol desplaza a la proteina recombinante.

- i«— Fig. 3.6. Cromatografia de afinidad. Permite la

b separacion de mezclas proteicas por su afinidad o
capacidad de unién a un ligando
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Para la purificacion de las proteina se sembraron cultivos de 250mL con las bacterias
y se indujo la sobre expresién en las condiciones detalladas anteriormente. Se
obtuvo la fraccion celular en el que la proteina se presentara en su forma soluble. El
proceso de purificacion se llevé a cabo incubando por 1 h el sobrenadante del
sonicado con la resina previamente equilibrada con el buffer de lisis que se utilizé
para la sonicacién Posteriormente se realizaron 3 lavados de la resina con 10 ml de
buffer de lisis. Se vacié la resina en una columna de filtracion la cual consistié de una
jeringa de 10 mL con un filtro en la parte inferior que retiene la resina. Se realizé un
ultimo lavado con buffer de lisis + 10 mM imidazol para eliminar las impurezas. .
Finalmente se eluyd la proteina de interés con 10 mL de buffer de lisis + 100mM
imidazol. La proteina eluida se concentré utilizando una unidad de filtracién con
membrana de 30K y centrifugando a 3500 rpm durante 20 minutos Finalmente las
proteinas se recuperaron en un volumen promedio de 200 pL, se agregd glicerol a
una concentracion final del 50% y se almacenaron a -20°C.

3.4.1Cuantificacion de proteinas

La concentracién de las proteinas se determiné por el método de Lowry
(Lowry et al; 1951) el cual se describe a continuacion. Para evitar la interferencia del
imidazol en las muestras, las proteinas se precipitaron con acido tricloroacético
(TCA) a una concentracion final del 13% y se mantuvieron a 4°C durante toda la
noche. Al dia siguiente se centrifugaron las muestras a 14000 rpm durante 10 min, se
elimin6 el sobrenadante y se resuspendieron en solucién A de Lowry (2% NaCOQOsg,
0.4% NaOH, 0.16% tartrato Na-K 'y 1% SDS).

Se realizd una curva patrén de albumina de suero de bovino (BSA) a
diferentes concentraciones (0, 5, 10, 20, 40, 60, y 80 ug) llevandolas a 100uL con
agua.

A las muestras problema y a la curva patrén de proteina se les afnadié 1mL de
una mezcla de reaccién (1 parte de la solucién B (4% CuSQ.) por 49 partes de

solucibn A de Lowry) y se incubaron por 10 min a temperatura ambiente.
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Posteriormente se les afnadié 100 pL del reactivo de Folin diluido 1:2 con agua y se
incubé de 10-30 min.Se midié la absorbancia a 660 nm.

3.5 CARACTERIZACION CINETICA

Los parametros cinéticos de las enzimas se determinaron a pH y temperatura
cercanas a las fisiolégicas en la amiba (pH 6.0-7.0 y 37°C). Se utilizaron ensayos
espectrofotométricos utilizando enzimas acoplantes en celdas de plastico de 1 mL y
utilizando un espectrofotometro en arreglo de diodos (Agilent technologies) para la
determinacién de la absorbancia. Los protocolos generales se muestran en las

siguientes figuras:
3.5.1 Ensayos enzimaticos para la AcK

El esquema del protocolo de medicion de la actividad en la reaccion forward
(glucolitica) se muestra en la Fig. 3.8

Medicion de la actividad apH6y7
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Fig. 3.8 Determinacion de la actividad de la AcK en la reaccion forward
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La mezcla de reaccion contenia buffer (10 mM Mops, 10 MM MesapH 6y 7),
2.5 mM MgCl,, 0.4 mM F6P, 1 U EhPPIi-PFK, 1 U aldolasa (ALDO), 1 U triosafosfato
isomerasa-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (TIM-GDH), 0.2 mM Co?", 0.2 mM
NADH,100 uM acetil-P y 50 ug de AcK. La reaccién se empez6 agregando 20 mM de

Pi. Se monitored la desaparicion del NADH a 340 nm.

El protocolo de medicién de la actividad en la reaccion reversa se muestra en la Fig.
3.9
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Figura 3.9. Ensayo de actividad de la AcK en la reaccion reversa

La reaccion contenia buffer 25 mM de Mes,25 mM Mops 20 mM acetato, 5 mM
gliceraldeido-3-fosfato (G3P), 1U gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)
y 0.1 mM NAD". La reaccién se inici6 con la adicion de 0.1 mMPPi y 50ug de AcK y

se midio la formacién de NADH a 340nm.

3.5.2 Ensayos enzimaticos para la AcTK

Para determinar la actividad en la reaccién forward, se evaluaron dos ensayos:
El primero consisti6 en monitorear a pH 7.0 la liberacion de la CoA y hacer
reaccionar su tiol libre con acido 2-nitrobenzoico (DTNB) el cual forma un compuesto
colorido que se mide a 412nm en el espectrofotometro (Fig. 3.10). La reaccién
contenia: Buffer 25 mM Mes, 25 mM Mops, 10 pM acetil-CoA, 20 mM Pi, 0.2 mM
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DTNB 30 pug de AcTK. La reaccion se inicié con 10 mM ADP y se midi6 la formacion

de 2-nitro-5-tiobenzonato a 412nm

Fig. 3.10 determinacion de la actividad de AcTK en la reaccion directa por liberacion de
la CoA

También se evalué la reaccién directa monitoreando la formacion de ATP
como se muestra en la Fig. 3.11

Acetil CoA

ADP + Pi

glucosa

T ——— 3 - Bl

NADP+
G6PDH

CoA

340nm NADPH

6-fosfogluconolactona

Fig. 3.11 determinacidn de la actividad de AcTK en la reaccion directa monitoreando la
formacion de ATP
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En este sistema acoplante se monitore6 la formacién de NADPH a 340nm, la
reaccion contenia: Buffer ( 25 mM Mes, 25 mM Mops), 0.01 mM acetil-CoA, 2 mM
ADP, 20 mM, 10 mM Pi, 1 mM glucosa, 1 mM NADP~*

La reaccién reversa de la AcTK se determind en un ensayo enzimatico

acoplado con piruvato cinasa y que monitoreaba la formacién de ADP el cual se

muestra en la Fig. 3.12

Jc
= il
Y
=
=
I

Fig. 3.12 determinacion de la actividad de AcTK en la reaccion reversa monitoreando la
formacion de ADP

El ensayo contenia buffer 25 mM Mes, 25 mM Mops, 20 mM acetato, 10 uM CoA, 0.2
mM ATP,0.2 mM PEP, 1 mM NADH.

3.5.3 Determinacion de metabolitos y actividades enzimaticas en los parasitos
Extracto citosolico.

Se realizon cultivos de amibas en cajas con 25mLde cultivo TYI (1.0 g NazHPO4 0.69
de NaHPO4 2.0g de NaCl, 20g de peptona de caseina, 10g de levadura, 10.0g de
CeH120s, 2.0g de L-cisteina, 0.2g de acido ascorbico, 1.0mL de CgH4yFeNO7)
suplementado con 10% de suero bovinoa un pH de 6.8. Se ncubaron a 37°C por 72H

para alcanzar 8 millones de trofozoitos por cultivo.
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Se cosecharon a 2000g Xmin y re realizaron dos lavados con PBS; posteriormente
se resuspendieron en 1mL de buffer de lisis, Se realizé lisis celular por congelacion,

descongelacion.
Se midio velocidad maxima de las diferentes enzimas, con los métodos ya descritos.
Extracto acido

Se obtuvo una concentracién de parasitos cercana a 20millones de parasitos por
cultivo; se cosecharon y resuspendieron en 1mL de PBS, después se anadié 100uL
de PCA ({acido perclorico) al 30% y se incubo en hielo durante 20min, se centrifugo a
14000rpm por 10 minutos. Se descarté el pellet y se neutralizo con NaOH 3M.

Para medir la concentracion de metabolitos se utilizaron los mismos métodos
descritos sin colocar el sustrato de interés, dejando el resto de ellos y la

concentracion de enzima purificada saturante.

Para calcular la concentracion de los metabolitos se utilizo la siguiente formula:

Abs=CLE

Donde.

Abs= absorbancia.

C= concentracion

L= longitud de la celda.

e= coeficiente de extincion molarEl coeficiente de extincion molar para el NADH vy el
NADPH es de 6.22mM

4.0 RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 CLONACION DE LOS GENES

Se amplificaron fragmentos de DNA que contuvieran los genes que codifican
para la AcTK y la AcK de utilizando como templado DNA gendmico de E. histolytica'y

cebadores especificos. Se evaluaron diferentes condiciones de amplificacion de los
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fragmentos de interés, variando la concentracién de Mg?* y diferentes temperaturas
de alineamiento de los cebadores. Los productos del PCR se separaron por
electroforesis en gel de agarosa y tefidos con bromuro de etidio. En la figura 4.1 se
muestran los geles revelados con UV.

Lo

1500
1000

500

Figura 4.1A. Estandarizacion del protocolo de PCR para AcK. M) Marcador de peso
molecular. 1,2) 58°C + 2.5mM de MgSO;. 3, 4) 54°C + 2.5mM de MgSQ,. Carril 5,6) 58°C +
4mM MgSOQ,. Carril 7,8) 54°C + 4mM de MgSOQO,,

Figura 4.1B. Estandarizacion del protocolo de PCR para AcTK. M) Marcador de peso
molecular. 1,2) 58°C + 2.5mM de MgSO,. 3,4) 54°C + 2.5mM de MgSQO,. 5,6) 58°C + 4mM
MgSOQO,. 7,8) 54°C + 4mM de MgSO,

En la figura 4.1A se pueden observar bandas bien definidas, estas
corresponden al tamafno esperado (1200 pb) para el gen que codifica para la AcK
deducido a partir de la secuencia reportada en el Genbank. En el caso de la AcTK
(Fig. 4.1B) se amplificé la banda de 2142 pb que corresponde para este gen.
También se amplificé una banda inespecifica de un menor tamario (<1500pb) la cual
no se consideré en pasos posteriores. Las bandas del tamano esperado se cortaron
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del gel de agarosa, se purificé el DNA y posteriormente se clonaron los fragmentos
en el vector para productos de PCR pJET 1.2. Los plasmidos con los insertos ligados
se utilizaron para transformar células de E. coli TOP10. Se tomaron al azar y se
cultivaron 4 transformantes resistentes a ampicilina para extraer el plasmido y
analizar el patrén de restriccion para los genes de interés. En ambos caso se
realizaron dobles digestiones con Xhol y Ndel para liberar el inserto del vector y
comprobar que fueran los insertos del tamafno esperado para la AcTK y la AcK (Fig.
4.2).

M 1112213 31

Marcador

00— 50 —3

2000

1500 T §
1000 1000
500

00—

Fig 4.2A Liberacion del gen Ack

Fig 4.2B. Liberacion del gen AcTK.
Carril 1) Marcador de peso molecular. Carril 1, '9 ! ! 9

21y 3, plasmido sin cortar; carriles 1.1, 2.1 y 3.1 Marcador de peso molecular. Carril 1, 2, 3 y 5)
doble digestion del plasmido con Ndel y Xhol Doble digestién de los plasmidos con Ndel y
Xhol.

En la figura 4.2A que corresponde a las digestiones del gen de la AcK, se
puede observar en las carriles 1, 2 y 3 plasmidos sin cortar de las diferentes clonas
mientras que los carriles 1.1, 2.1 y 3.1 se muestran las dobles digestiones con Ndel y
Xhol. La clona uno no tiene el fragmento de interés, en el caso de las clonas 2y 3 se

logran observar bandas definidas cercanas a los 1200 pb.

La figura 4.2B corresponde a los plasmidos que contienen el inserto de la
AcTK. Los carriles del 1 al 5 corresponden a diferentes clonas en las cuales el
plasmido se someti6é a una doble digestién con Ndel y Xhol para extraer el fragmento
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Podemos observar que las clonas del 2 al 4 fueron positivas a esta digestion pues se
observan fragmentos de aproximadamente 2000pb que es el tamafo aproximado del
gen AcTK.

Una vez que se identificaron las clonas con los plasmidos con los fragmentos
de DNA de interés, se seleccioné una clona para cada gen y se analiz6 el patron de
restriccién por medio de triples digestiones (Fig. 4.3)

2588

1500

7568

1000

1000

500

Figura 4.3B Patron de restriccion triple para la
AcTK.

i 4.3A Patré iccio ipl |
ilgzl.ra 3A Patron de restriccion triple para la Carril 1) marcador de peso molecular Carril 2, 3)

Doble digestion con Ndel y Xhol. Carril 4) Triple
digestion Ndel, Xhol y BamHI. Carril 5) Triple

Carril 1) Marcador. Carril 2) Triple digestiéon con digestion con Ndel, Xhol y Sacl.

Ndel , Xhol y Bgl II. Carril 3) Triple digestién con
Ndel, Xhol y EcoRV.

En la Fig. 4.3A se observa el patrén de restriccion de la AcK. En el carril 2 se
liberé el inserto con las enzimas de restriccién Ndel y Xhol y se agregé Bgl Il que
genera 2 fragmentos, uno de 946 pb y el segundo de 233 pb; se puede observar una
banda cercana a 1000 pb y el fragmento pequeno se salié del gel. En el carril 3 se
utilizé EcoRV para cortar dentro el gen y se espera un fragmento de 798 pb.

En la figura 4.3B se presenta el patrdn de restriccién para la AcTK. En el carril
2 y 3 del plasmido digerido con Ndel y Xhol se observa la liberacion de inserto de
interés (banda de 2100pb) y un fragmento de 3000pb correspondiente al vector. En
el carril 4 se agregé ademas a la reaccion BamHI que generaria dos bandas de 1035
y 1107, las cuales se observan en el gel. También hay una banda arriba de 2000pb
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que podria ser el inserto que no se corté completamente y a 3000pb observamos el
vector. En el carril 5 se observa la triple digestion con Sac |, la cual generaria dos

bandas del inserto con 1466 y 676 las cuales se observan en el gel.

De esta manera podemos afirmar que los fragmentos de DNA que
amplificamos podrian corresponder a los genes de la AcTK y la AcK, por lo que se

procedi6 a determinar su secuencia de nucleétidos.

4.2 CONFIRMACION DE LOS GENES POR SECUENCIACION DE DNA

Para confirmar que los fragmentos de DNA obtenidos correspondian a los
genes de la AcK y a la AcTK se determin6 la secuencia de nucleétidos de los
insertos presentes en el pJET. Las secuencias obtenidas se tradujeron a secuencias
de amino acidos y éstas se alinearon utilizando el programa BLAST con las
secuencias para cada enzima reportadas en el Genbank. El alineamiento de las
secuencias para la AcK se muestra en la Fig. 4.4

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

| I

Eh  HSHYLIFHVGSSSLTYKVFCSDHIVCSGKSHRYNYTGTEKPFIEHHLNGQIIKIETPILNHPOARKLITQFLKENHISIAFYGHRFYHGGSYFKKSAYIDEVYLKELKECLPLAPTHRPSSFGYIEISHK
T-7terninator

T=7pronoter HSNYLIFHVGSSSLTYKYFCSDNIVCSGKSHRYNYTGTEKPFIEHHLNGOIIKIETPILNHPQAAKLITQFLKENHISIAFVGHRFYHGGSYFKKSAYIDEYYLKELKECLPLAPTHNPSSFGYIEISHK

Consensus nsnvlifnvgsssltykvfcesdnivesgksnrvnvigtekpfiehhlngqiikietpilnhpqaakliiqflkenhisiafvghrfvhggsyfkksavidevvlkelkeclplapihnpssfgvieisnk

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

|
Eh ELPTTRQYVAIDTAFHSTISORERTYAIPOPYQSQYLKFGFHGLSYEYYINSLKHYIDVSHSKITACHLGTGGSSCCGIVRGKSFDTSHGHSTLAGLYHSTRCGDIDPTIPIDHIQQYGIEKYYDILNKK
T-7terninator FHSTISQRERTYAIPOPYQSQYLKFGFHGLSYEYYINSLKNYIDYSHSKIIACHLGTGGSSCCGIVNGKSFDTSHGNSTLAGLYHS TRCGDIDPTIPIDHIQQVGIEKYYDILNKK
T=7pronoter ELPTTRQYVAIDTAFHSTISQAERTYAIPOPYQSQYLKFGFHGLSYEYVINSLKHYIDYSHSKIIACHLGTXGSSCCGIVHGKSFDTSHGHSTLAGLYHSTRCX
Consensus elpttrqyvaidtaFHSTISQAERTYAIPOPYQSQYLKFGFHGLSYEYVINSLKNYIDVSHSKIIACHLGTgGSSCCGIVHGKSFDTSHGHSTLAGLYNSTRCgdidptipidniqqvgiekvvdilnkk

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

|
Eh  SGLLGYSELSSDHRDILHEIETRGPKAKTCOLAFDVYIKOLAKTIGGLHYEIGGLOLLYF TDQHGLEYHQVRKAICOKHKFLGIELDDSLHEKSHGKKIEFL THPSSKVQYCYAPHDEELVILQKGKELF
T-7terninator SGLLGYSELSSDHRDILHEIETRGPKAKTCQLAFDYYIKOLAKTIGGLHYEIGGLDLLYFTDOHGLEVHOVRKAICDKHKFLGIELDDSLNEKSHGKKIEFLTHPSSKYQVCYAPNDEELYILOKGKELF
T=7pronoter
Consensus sgllgvselssdnrdilheietrgpkaktcqlafdvyikqlaktigglnveiggldllvftdqnglevuqurkaicdknkflgielddslneksngkkief lbnpsskvg pndeelvilqkgkelf

391 40802
gt +=1
Eh QFX
T-7terninator QFLEHHHHHHDX
T=7pronoter
Consensus qf...veveens

Figura 4.4.- Alineamiento de la secuencia obtenida para la AcK.
T7 terminator y T7 promoter indican los cebadores de los extremos terminales que se
utilizaron para la secuenciacion.

El alineamiento mostré que el gen amplificado y su secuencia de amino acidos
no presenta diferencia con respecto al reportado en el banco del genoma y se logré
obtener y secuenciar el gen completo.
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Por otro lado, el analisis de la secuencia de amino acidos de la AcTK (Fig. 4.5)
mostr6 que existen dos diferencias. La primera se localiza en el amino acido 13
donde se esperaba una prolina y se amplific6 una alanina. EIl primero es un
aminodcido polar sin carga y la alanina es no polar El segundo cambio se encontrd
en el aminoacido 61 donde se obtuvo glutamina en vez de lisina, los dos son polares
pero la lisina tiene carga positiva. Una posible explicacion de estos cambios es que
pueden deberse a diferencias del aislado del parasito con el que trabajamos con el
que se utilizé para secuenciar el genoma.

El posible efecto que puedan tener estos cambios en la estructura no se
puede saber, pero posteriormente se encontrd que la proteina es funcional por lo que
se puede suponer que no afecto a la actividad. Debido al tamano de este gen no fue
posible secuenciarlo completamente, para lo cual se necesitaria de otro

oligonucledtido intermedio.
1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
| I
field HOFEPLFNPKSYPYIGRSDRKESYGYAYHNNHIKGGYKGHL YPYGRKPELFGKKCYAKIGKIEEKYDLAYIATPAKFYPGYCIECGEAGYKGLITITAGFAEAGEEGKKHCIETORTCOKYNHRHIGPHC

loftus HOFEPLFNPKSVAVIGASDRKESYGYAYHNNHIKGGYKGHL YPYGRKPELFGKKCYAKIGQTEEKYDLAVIRTPAKFYPGYCTECGEAGYKGLITITRGFAEAGEEGKKHCTETOATCOKYNHRHIGPHC
Consensus HOFEPLFNPKSYaVIGASDRKESYGYRYHNNHIKGGYKGHL YPYGRKPELFGKKCYAKIGIEEKYDLAYIATPAKFYPGYCIECGEAGYKGLITITAGFAEAGEEGKKHCIETOATCOKYNHRHIGPNC

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
1

| I

field LGITNPRDGYNASFASYNPERGGYAFISOSGALCTAILDMARNOHYGFSYFYSIGSSIDTDYRADLFEFFAKDPKYTSILHYIESIKDAKKFYLRAREFARDKPIILLKAGKSSEGARRRNSHTGSLAGND
loftus LGIINPRDGYNASFASYHPEAGGYAF ISOSGALCTAILDHARNQHYGFSYFYSIGSSIDTDYAOLFEFFAKDPKYTSILHYIESIKDAKKFYLRAREFARDKPTILLKAGKSSEGARRAHSHTGSLAGND
Consensus LGITNPRDGYNASFASYHPEAGGYAF ISOSGALC TAILOHARNDHYGFSYFYSIGSSIDTDYADLFEFFAKDPKYTSILWYIESTKDAKKFYLRAREFARDKPIILLKAGKSSEGARRANSHTGSLAGND

261 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330
| I
field AYYDAYFDRCGCIRYDSICDLMDCAHYLATONIPONNRLCIITNAGGPGYISTORLYSYHGHLAKLSESTHNELNAFLSPFHSHSNPYOVLGDATAGYYOKTLOIVIKOPQIDGYYYYLTPOAHTOPYAY
loftus AYYDAYFDRCGCIRYDSICOLMDCAHYLATONIPONNRLCIITNAGGPGYISTORLYSYHGHLAKLSESTHNELNAFLSPFHSHSNPYOYLGDATAGYYOKTLOIVIKOPQIDGYYYYLTPOAHTOPYAY
Consensus  AYYDAYFDRCGCIRYDSICOLMDCAHVLATONIPONNRLCIITHAGGPGYISTDRLYSYHGHLAKLSESTHNELNAFLSPFHSHSNPYDYLGDATAGYYOKTLDIVIKDPQIDGYYYVLTPOAHTORYAY

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| |

field AKSLYEHGPYONQSLPHGHVNQKSERGYKILEEGKIPNFETPERAYTAFGYIHRHPDIAAKLKEIPKYLDYQYDYEGAKKLIADYYADGRTTFTEYEGKHHFSKYGIPTKGHAKASTEDEAYAEAHKIGT
loftus  AKSLYEHGPYOKPYLASHHGQSEYEAGYKILEEGKIPHFETPERAY TAFGYIHRHPDIAAKLKEIPKYLOYQYDYEGAKKLIADYYADGRTTF TEYEGKHHFSKYGIPIKGHAKAS TEDEAYAEAHKIGT
Consensus  AKSLYEHGPY(nqsLahgng#qesEAGYKILEEGKIPHFETPERAYTAFGY IHRHPDIARKLKEIPKYLDYQVDYEGAKKLIADYYADGRT TF TEYEGKHHF SKYGIPTKGHAKAS TEDEAYAEAHKIGT

52 53 540 S0 560 50 580 5% 600 60 60 60 640 65
' I
Field  PYYNKILSPOTMHKTDVGGYKVKL T TEEETRKAYRUIHTSYKEKKPEARIHGYLLEKHVGFKYECTIGCKKOPLFGPYIVFGHGGYTYEL YKDTNIALPPYGLOERDRLIDGTKISKLLRGYRGHPACDY

loftus PYYHKILSPDINHKTDVGGYKVKLTTEEEIRKAYRDINTSYKEKKPERRIHGYLLEKHYGFKYECTIGCKKDPLFGPYIVFGHGGYTYELYKDTHIALPPIGLOEADRLIDGTKISKLLRGYRGHPACDY
Consensus  PYYHKILSPDIHHKTDYGGYKYKLTTEEEIRKAYRDIHTSYKEKKPEARTHGYLLEKHYGFKYECTIGCKKDPLFGPYIVFGHGGYTYEL YKDTHIALPPIGLOEADRLIDGTKISKLLRGYRGHPACDY

651 660 670 680 630 700 710713
| |

field EGLKKILVQFSKHIHDFPEISEVDINPLAVSYEEFLYLDAKIVLDKNHIGKEYPKYSHLYIOQP
loftus EGLKKILVQFSKHIHDFPEISEVDINPLAVSYEEFLYLDAKIVLDKNHIGKEYPKYSHLYIOQP
Consensus  EGLKKILVOFSKHIHDFPEISEVDINPLAVSYEEFLYLDAKIVLDKNHIGKEYPKYSHLYIOP

Fig. 4.5. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos obtenida para la AcTK con la
reportada en el GenBank .
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4.3 SOBREEXPRESION DE LAS PROTEINAS EN BACTERIAS

Los genes se clonaron en el vector de expresion pET28 y las mezclas de
ligacion se utilizaron para transformar células TOP10. Se eligieron al azar 5 colonias
transformantes para extraer el plasmido y determinar si contenian el gen de interés a

través de dobles digestiones.

En la figura 4.6A se observa el gel de las restricciones de los plasmidos para
las clonas de la AcK; las clonas 2 y 4 presentaron el gen clonado. En la figura 4.6B
se muestra el gel con las restricciones del plasmido de la AcTK obtenido de cinco
transformates, en este se ve que los plasmidos de todas las clonas seleccionadas

contienen el gen de interés.

Figura 4.6A Deteccion de gen de AcK en el vector pET28.

Carril 1) Marcador de peso molecular 1Kb. Carril del 2 al 5) Doble digestién con Ndel y Xhol.
Figura 4.6B Deteccion del gen de AcTK en pET 28.

Carril 1) Marcador de peso molecular 1Kb. Carril 2-6) doble digestién con Ndel y Xhol.

De las clonas que contenian el gen de interés, se seleccion6 una para cada
gen, se purificé el plasmido y se utilizé para transformar bacterias E. coli. BL21(DES3)
para sobre expresar a las proteinas. Se seleccionaron 10 clonas para determinar si
expresaban las proteinas de interés. Se sembraron en medio LB liquido +
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kanamicina (30ug /mL) y se indujo la sobre expresion con IPTG como se describi6 en

la metodologia. Se analizaron por electroforesis en geles de acrilamida las proteinas

de alicuotas de los cultivos para determinar si se expresaban las proteinas de

interés.

4.3.1 sobreexpresion de la AcTK

De acuerdo a la secuencia de aminoacidos para la AcTK el peso esperado,

tomando en cuenta la cola de histidinas que el vector pET28 le agrega a la proteina,

es de 77.5 KDa. En la figura 4.7 se observa una banda mas intensa de menos de 76

KDa en las colonias 5 y 6. La diferencia en el tamafo aparente de la proteina se

puede deber a una migracibn anémala de la proteina o del estandar de peso

molecular.

150——

102—s o
76—

82—

38—

N—

Figura 4.7 Clonas que sobrexpresan a
la AcTK. Marcador de peso molecular.
Carriles 1-6) Diferentes clonas crecidas a
25°C toda la noche a las que se indujo la
expresion de la proteina
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Figura 4.8 Determinacion de la solubilidad
de la AcTK sobreexpresada M, Marcador de
peso molecular. Bac, lisado total de bacterias
BL21(DE3) sobreexpresantes. SN,
sobrenadante del lisado después de
centrifugar. PP, precipitado del lisado después
de centrifugar.




Una vez que se determin6 cuales colonias estaban sobre-expresando a la
AcTK se determiné si la proteina se encontraba de manera soluble o insoluble. Se
selecciond una colonia y se cultivd en medio LB liquido de acuerdo al protocolo de
expresion descrito arriba. Las bacterias se cosecharon, sonicaron y centrifugaron
para separar la fraccion soluble de la fraccién insoluble. En la figura 4.8 se observa
que la AcTK se expresa principalmente de manera soluble, aunque una fraccion

menor se va al precipitado.

4.3.2 Sobreexpresion de la AcK

La sobrexpresiéon de la AcK se complic6 ya que al escalar el cultivo a
volumenes mayores de 50 mL, las bacterias se morian 0 no se expresaba una banda
definida a la altura de los 45 kDa, de acuerdo al peso molecular de la proteina
considerando la cola de histidinas. Ademas de que la poca proteina que se sobre-
expresaba lo hacia mayoritariamente en el precipitado, por lo que su purificacion
tendria menor rendimiento. Por lo tanto, se tuvo que inducir a las bacterias en

diferentes tiempos y temperaturas como se mencion6 en la metodologia.

En la Fig. 4.9A se muestran las proteinas de lisados totales bacterianos que
expresan a la AcK y que se indujeron a 25°C. En los carriles 1 y 2 se corrieron
proteinas de peso conocido como marcadores (PGK: 47 KDa y ALDO 39 KDa), en el
tercer carril se colocé a una muestra de AcK previamente purificada pero con
problemas de sobrexpresién; en los siguientes carriles estan las bacterias, el
sobrenadante y el precipitado de bacterias inducidas, cosechadas y lisadas a 3y 6
horas. En este gel se puede apreciar una banda de sobrexpresién a un tiempo de

tres horas, la cual ya no se observa a las seis horas.
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Sobrexpresion 25°C A tres horas sobreexpresion 37°C

B seis horas
A B A B
PGK ALDOACK B Sn PP B Sn PP PGKALDOACKB Sn PP B Sn PP

T

Figura 4.9 Comparacion de la sobreexpresion de la AcK de cultivos bacterianos sometidos a
diferentes tiempos y temperaturas.

En la Fig. 4.9 se muestra la sobre expresion a 37°C. Como podemos observar,
a tres horas de sobreexpresion se observa que la proteina se expresa
preferentemente de manera soluble, no asi a las 6 horas de induccién en donde ya
no se observa banda de la AcK. De acuerdo con los resultados anteriores se eligié
realizar la sobre expresion a 37°C por 3 hrs.

4.4 PURIFICACION DE LAS PROTEINAS

Una vez que se determinaron los tiempos de induccion adecuados y que las
enzimas se sobre expresaban de manera soluble, se realiz6 la purificacion de las

mismas.

4.4.1 Purificacion de la AcTK

En la figura 4.10 se muestra la marcha de purificacién para la AcTK. En el
primer carril se observa a la PPi-PFK de amiba que sirvi6 como marcador de peso
molecular (64 KDa), en el segundo carril se observan las bacterias en las que se
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muestra que la proteina se esta sobre expresando de manera abundante, tanto asi
qgue una fraccion de la misma se esta yendo al precipitado. Casi toda la proteina se
unié a la resina, pues o se aprecia una banda intensa del tamano de la AcTK en el
carril del eluido (carril F); con el lavado de buffer de 10 mM imidazol se empieza a
despegar la proteina, sin embargo, una gran proporcién se eluye con el buffer con
100 mM de imidazol. La proteina recombinante se obtuvo con pureza mayor al 90 %

y un rendimiento 15mg/250mL de cultivo.
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Figura 4.10 Marcha de Purificacion de la AcTK.

PFK, marcador de 64 kDa; BAC, lisado total de bacterias; PP, precipitado del lisado celular;
F.fraccién que no se uni6é a la columnalOmM, lavado con buffer 10 mM imidazol; AcTK.
Enzima purificada.

4.4.2 Purificacion de la AcK

En la figura 4.11 se muestra la marcha de purificacion de la AcK. En los
primeros dos carriles del gel se aprecian las bandas correspondientes a las enzimas
que se utililizaron como marcador de peso molecular la PGK (47 KDa) y la ALDO (39
KDa); en el carril marcado con bac estan las bacterias que sobre expresan a la
proteina, es importante destacar que el nivel de sobre expresién es muy bajo, de
hecho no se alcanza a apreciar una banda mas intensa en esta muestra y la mayor
parte de la proteina se encuentra de manera insoluble en el precipitado (PP). Para
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esta purificacion se hicieron lavados con 10 y 50 mM de imidazol para eliminar
contaminantes; sin embargo, la proteina eluida se obtuvo enriquecida con un grado

de pureza bajo (< 50%) y con un rendimiento muy bajo (0.18mg/250mL de cultivo).

Fig. 4.11 Marcha de purificacion de la AcK

PGK y ALDO marcadores de peso molecular; bac, bacterias sobreexpresantes; PP,
precipitado después de centrifugar el lisado bacteriano. Flow. Fraccion del sobrendante que
no se unid a la resina; 10mM, lavado con buffer de 10mM de imidazol; 50mM. lavado con
buffer con 50mM de imidazol, AcK. Enzima purificada

En conclusién, se obtuvo a la AcTK con un grado de pureza alto, mientras que
la AcK, a pesar de que se realizaron muchos esfuerzos por obtenerla de manera mas
pura y estable, no se pudo mejorar ni el rendimiento ni su pureza. Sin embargo, su

enriguecimiento nos permitié realizar los ensayos cinéticos.

Una vez que se obtuvieron ambas enzimas recombinantes se procedié a la
caracterizacion cinética de las mismas. A continuacion se describen los resultados

obtenidos para cada una de ellas.
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4.5 CARACTETIZACION CINETICA DE LA AcK

4.5.1 Dependencia de la actividad con el pH

Se determind la actividad de la AcK a diferentes pHs con el fin de establecer el
pH 6ptimo de la enzima (Fig. 4.12).
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N
|

Fig. 4.12. Perfil de pH para la AcK en la reaccion directa.
La actividad se determiné en una mezcla de buffers de 25 mM Mes y 25 mM Mops ajustada
a diferentes pHs.
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El pH éptimo de la AcK en la reaccion directa es de 7.5, alcanzado una
velocidad maxima (Vmax) de 30 umoles/min*mg de proteina. El pH del citosol de
amiba oscila entre 6 y 7 por lo que la AcK estara trabajando por debajo del 35% de
su Vmax a pH 6.0 y cerca del 70% a pH 7.0. También se puede sugerir que en el
sitio catalitico de esta enzima existe una cisteina ya que su pKa es de 8.0, y
probablemente también esta involucrada una histidina con pKa de 6.0.

4.5.2 Parametros cinéticos

La actividad de esta enzima en la reaccion directa se determind utilizando
acetil-P y Pi como sustratos y monitoreando la produccién de PPi con la EhPPi-PFK
recombinante. En el ensayo se agregé hasta el final a la AcK y después al Pi, para
poder determinar con especificidad la actividad de la AcK (Fig. 4.13). Con esta
estrategia nos aseguramos que aun cuando la AcK que obtuvimos no tiene un alto
grado de pureza, la actividad que se mide es especifica de la AcK amibiana pues en

el ensayo, esta enzima es la Unica reportada que genera PPi a partir de acetil-P y Pi.

AcetiI/P / / .

NADH, FEF ™~

oa | . /
fEesssatasiataees, S e

o8

Absorbance ;ALY

04

Figura 4.13. Estandarizacion del ensayo enzimatico de la AcK en la reaccion directa

El ensayo contenia 1 mM acetil-P, 2.5 mM MgCl, 0.4 mM F6P, 1U PPi-PFK, 1U Aldolasa ,
1U TIM-GDH, 0.2 mM Co?**, 0.19 mM NADH y 30 ug de AcK. La reaccién se inicié con la
adicion de 20 mM Pi
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En la figura 4.14 se muestran las graficas de saturacidén por sustratos para el
acetil-P y el Pi determinadas a pH 6.0 y 7.0. Los datos experimentales se ajustaron a
la ecuacién de una hipérbola (Y= P{*X/ P, + X), la cual es interpretada como una
representacién de la ecuacion de Michaelis-Menten (Vo = Vmax * [S] / Km [S]). El

programa que se utilizé fue el Origin Microcal Pro 8.

La cinética de la enzima con los dos sustratos tiene un comportamiento
tipicamente Michaeliano. Haciendo uso del ajuste se determinaron los valores de
Vmaxy Km para cada sustrato a ambos pHSs.
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Fig. 4.14. Cinéticas de afinidad de la AcK por los sustratos acetil-P y Pi.
Ay CpH7;ByD pH 6 en sentido forward de la reaccién. El ensayo contenia los componentes descritos en el pié
de la Fig. 4.13 y los sustratos se variation en las concentraciones indicadas.
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En la Tabla 4.1 se muestra el resumen de los parametros cinéticos
determinados la AcK recombinante.

Asi mismo, en condiciones de saturacion de los sustratos, se determiné la
actividad de la enzima en extractos amibianos utilizando 100 mg de fraccion
citosolica de trofozoitos.

Tabla 4.1. Resumen de los parametros cinéticos para la AcK de E. histolytica
recombinante y en extractos amibianos

Vmax: pmol/min x mg prot. Km: mM. Vm/Km mL/min * mg de prot. NM: no medido. ND: No
detectado Reportado por *Reeves 1975. # Fowler et al, 2012 y Saavedra et al 2007.

AcK
FW recombinante
pH 6 pH7 Reportado
Vmax 2613 14#6 | e
KM getil-p 0.07+0.02 0.02+0.07 0.06*, 0.5#
Km p; 2.610.2 2.2+0.5 2.2*,48.9%
Vmax/ Km 700 3417 | e

No se detecto actividad en la reaccion reversa

Extractos amibianos

Vmax 0.048+0.05 0.026+0.07 0.6*
[Pi] NM 5.4mM&

[acetil-P] ND L
[PPi] NM 0.5mM&

La Vmax disminuyd al 50% a pH 6.0 mientras que la afinidad por los dos
sustratos no se afecté de manera significativa por el pH. Los valores de Km que se
obtuvieron son muy similares al de la enzima nativa purificada del parasito reportado
por Reeves (Reeves, 1975), pero existe un orden de magnitud de diferencia con los
reportados mas recientemente por Fowler y colaboradores (Fowler 2012) para la
enzima recombinante. Esta diferencia puede deberse a que nosotros y Reeves

utilizamos un sistema enzimatico acoplante para medir la actividad, mientras que el
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otro grupo utilizd un ensayo colorimétrico que detecta la formaciéon de Pi que pudo

ser menos sensible.

En cuanto a la eficiencia catalitica podemos decir que es mas eficiente a pH
7.0, esto concuerda con el pH 6ptimo de la enzima pH 7.5.

Se evalud la actividad de la enzima en la direccidén reversa por medio de un
sistema acoplado a la formacion de Pi, sin lograr detectar actividad alguna lo que
coincide con las observaciones previas hechas por Reeves (Reeves et al, 1975). Por
lo tanto la reaccidn de sintesis de acetil-P a partir de acetato no esta favorecida para

la enzima de amiba

4.5.3 Actividad de AcK y concentracion de sus sustratos en trofozitos

En la Tabla 4.1 se indican las velocidades de la AcK determinadas en la
fraccion citosélica de los trofozoitos las cuales son relativamente bajas con respecto
a la mayoria de las enzimas glucoliticas del parasito previamente reportados
(Saavedra et al, 2007). De manera similar al comportamiento de la enzima semi-
purificada, la actividad de la AcK en el extracto disminuye al bajar el pH de 7.0 a 6.0.
Es importante resaltar que con estos datos se demuestra que la AcK esta activa en

los trofozoitos amibianos.

La concentracién de Pi en extractos amibianos es de 5 mM (Saavedra et al.
2007) por lo que la enzima podria estar trabajando cerca de dos valores de Km en
condiciones fisioldgicas en amiba lo que nos dice que con respecto a este sustrato

no estara saturada.

Utilizando la AcK recombinante se determiné en extractos acidos
neutralizados de trofozoitos la presencia de acetil-P y no se pudo detectar. No se ha
identificado en el genoma de amiba algin gen que codifiqgue para una enzima que
sintetice este metabolito tal como la fosfotransacetilasa. Otra explicacién es que si se
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sintetiza de alguna manera, la AcK puede consumirlo rapidamente de tal manera que
no se pueda detectar.

Con estos resultados se puede concluir que E. histolytica contiene un gen que
codifica para una proteina funcionalmente activa de AcK. Su funcién fisiolégica
queda por determinarse debido a que su sustrato acetil-P puede ser limitante.

Se puede especular que una probable funcién de la AcK es cuando el parasito
esta en presencia y fagocita bacterias, las cuales tienen un alto contenido de acetil-P,
lo cual requeriria nueva experimentacion.

4.6 CARACTETIZACION CINETICA DE LA ACETATO TIOCINASA (AcTK)

4.6.1 Dependencia de la actividad con el pH
El primer paso fue determinar el pH éptimo para esta enzima. En la

figura 4.15 se muestra la actividad al variar el pH.
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Figura 4.15. Perfil de actividad con respecto al pH para la AcTK en la reaccion
directa.
La actividad se determiné en la mezcla de buffers 25 mM Mes y 25 mM Mops ajustada a
diferentes pHs.
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Se puede apreciar que el pH éptimo de la enzima se encuentra entre 7.5y 8.0.
En el intervalo fisiolégico de pH en amiba (6.0 — 7.0) la enzima se encuentra
trabajando entre el 20% y 50% de su velocidad a pH 6ptimo. De acuerdo a los pKa
que se distinguen en la grafica, se puede sugerir que los aminoacidos involucrados

en la catalisis podrian ser una cisteina y una histidina.

4.6.2 Parametros cinéticos

Para obtener los valores de Km por los diferentes sustratos se realizaron las
curvas de saturacién respectivas. Los datos experimentales se procesaron en el
programa Origin Microcal Pro 8 y se ajustaron a la ecuacién de Michaelis-Menten.

En la Fig. 4.16 se observan las curvas de saturacién de la enzima en la
reaccion forward para los sustratos ADP y acetil-CoA a pHs en el intervalo fisiolégico

mientras que la Fig. 4.17 muestra las curvas de saturacion para el Pi.
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Figura 4.16. Afinidad por ADP y acetil-CoA en direccion forward de la AcTK se borré el ADP de los
El ensayo enzimatico contenia buffer 25mM Mes, 25mM Mops pH 6y 7, 0.1 mM DTNB, 5 mM MgCl, y 30 ug de
enzima. Excepto los metabolitos indicados que se varié su concentracion, los co-sustratos en cada ensayo se
mantuvieron constantes y saturantes a las siguientes concentraciones: 0.8 mM acetil-CoA, 1 mM ADP y 20 mM

Pi.
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En general, se observé un comportamiento hiperbdlico para los tres sustratos
a los dos pHs. Sin embargo, se hizo un analisis complementario para determinar la
existencia de mas componentes por medio de graficas de doble reciprocos (insertos
en las Figs. 4.16 y 4.17). Estas graficas se ajustaron a una linea recta (y = mx + b)

como una representacion de Lineweaver-Burke:

1 Kn o1
U Ve[S Vinae,

donde:

v=velocidad inicial.

Km= afinidad por el sustrato.
Vmax= velocidad maxima.

[S]= Concentracion del sustrato.

Para todos los metabolitos medidos no se hallaron dobles componentes
También se determinaron los parametros cinéticos en la reaccion reversa para
los sustratos acetato, CoA y ATP (Figs. 4.18 y 4.19)
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Fig. 4.18 Afinidad por el acetato y el ATP en la direccion reversa de la AcTK.

El ensayo se realiz6 en buffer 25mM Mes-25 mMMops al pH indicado y de acuerdo al protocolo descrito en la seccién de
metodologia.. Excepto cuando se varia el metabolito indicado, los co-sustratos se mantuvieron a las siguientes concentraciones:
constantes y saturantes 2 mM de acetato, 0.4 mM de CoA, 2 mM de ATP.
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Las curvas de saturacion tienen un comportamiento hiperbdlico y los datos se

ajustaron a la ecuacion de Michaelis-Menten.

En la Tabla 4.2 se indica el resumen de los pardmetros cinéticos en las

reacciones directa y reversa de la AcTK.

Tabla 4.2 Resumen de los parametros cinéticos de la AcTK.
Vmax: umol/min x mg prot. Km: mM. Vmax/Km: mL/min * mg de prot . NM: no medido. ND:

No detectado

Enzima recombinante

Reaccion directa Reaccion reversa
pH 6.0 pH 7.0 pH 6.0 pH 7.0
Vmax 14+4 2414 Vmax 1613 203
KM acetii-con 0.14+0.04 | 0.13%+0.03 KMacetato 1.3+0.2 0.8+0.1
Kmapp 1.940.7 0.9+0.3 Kmarp 0.6+0.06 0.3+0.07
Kmp; 2.7x1 1.8+£0.3 Kmeon 0.4+0.1 0.2+0.04
Vmax/Kmageti-coa 98 186 Vmax/Kmacetato 12 26
pH 6ptimo 8.0
Enzima en el trofozoito
Vmax 0'0106;0'0 0.15+0.05 Vmax 0.012+0.003 | 0.14+0.02
Concentracion de metabolitos
reportado | Obtenido reportado obtenido
acetil-CoA 0.6* 0.086+0.08 acetato | ... ND
intracelular
ADP 3.3 3.410.2 ATP 5% 5.411.0
Pi 5.4% NM CoA 0.02* 0.045:0.02

Reportado por *Reeves 1975. Saavedra et al 2007.

De acuerdo a la Tabla 4.2, la Vmax de la enzima recombinante en ambas

direcciones es muy similar y disminuye ~50% al cambiar el pH de 7.0 a 6.0, como se

observé en la curva de pH. De manera interesante, en los extractos citosélicos la
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Vmax disminuy6 10 veces a pH 6.0. Los valores de Km por los sustratos en cada
sentido de la reaccion no variaron de manera significativa a los dos pHs. La eficiencia

catalitica es mayor en el sentido de sintesis de acetato

La mayor eficiencia catalitica hacia la formacion de acetato sugeriria que es el
sentido fisiologico en la glucdlisis amibiana. Para explorar esta hipdtesis se
determinaron las concentraciones de los sustratos en ambos sentidos de la reaccién.
Las concentraciones de acetil-CoA, ADP y Pi de la reaccién forward son de al menos
dos valores de Km para cada uno de ellos, no asi para los sustratos en el sentido
reverso, en donde la concentracién de CoA dentro del parasito es 10 veces menor al
valor de Km por este metabolito. Algo similar ocurre con el acetato, el cual al ser
expulsado del parasito su concentracion debe estar por debajo del limite de
deteccion del ensayo. Estos datos sugieren que en condiciones fisioldgicas la

enzima sintetizaria preferentemente acetato.

El grupo en el que trabajo ha reportado que el producto principal de la
glucélisis amibiana es el etanol, con un flujo de 20-30 nmoles/min x mg de proteina
comparado con 3-4 nmoles de acetato/min x mg de proteina. Con los datos cinéticos
obtenidos para la AcTK se puede explicar esta diferencia en los flujos a nivel de la
competencia de la AcTK y la ADHE por el acetil-CoA para la formacién de acetato y
etanol, respectivamente. La Km por acetil-CoA de la AcTK es 0.14-0.13 mM y
aunque la concentracién intracelular de este metabolito es 3 veces mayor al valor de
Km, ya se ha reportado que la ADHE tiene una afinidad por este metabolito de 0.020
mM, lo que puede que se favorezca la reaccion hacia la sintesis de etanol.

Asi mismo, el poco flujo de sintesis de acetato a partir de la acetil-CoA por la
AcTK descarta la hipotesis generada por otros grupos de trabajo, la cual propone que
la reaccion de la AcTK es una fuente importante de ATP para E. histolytica (Clark et
al. 2007). Por lo tanto, deben existir otras razones fisiolégica que expliquen la
funcion de la AcTK.
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5.0 DISCUSION GENERAL

La glucolisis en E. histolytica es la Unica fuente de obtencion de ATP en amiba
y datos publicados por nuestro grupo de trabajo indicaron que el etanol es el principal
metabolito producto de la degradacion de la glucosa, con un poca producciéon de
acetato. Sin embargo, poco se sabe acerca de la funcién fisiolégica del acetato por
amibas y esta tesis pudo aportar datos cinéticos y metabdlicos del metabolismo del
acetato en el parasito.

Reeves report6 que en cultivos axénicos y monoxénicos en condiciones
anaerobias E. histolytica es capaz de sintetizar acetato mientras que en condiciones
aerobias el parasito solamente puede sintetizarlo en cultivos monoxénicos
Recientemente nuestro grupo de trabajo reporté (Pineda et al, 2010) que la alcohol
deshidrogenasa bifuncional, que es la enzima encargada de la formacion de etanol
en esta via, se inhibe parcialmente en condiciones aerobias haciendo que se
acumule al acetil-CoA; al contrario, la AcTK no es sensible a inhibicién por una
condicién de aerobiosis. Por lo tanto, una hipétesis que surge del estudio de la AcTK
es que el flujo a través de la enzima podria incrementarse y producir el acetato con el
consiguiente reciclamiento de la CoA necesaria para que la glucélisis no se detenga

a nivel de la PFOR por falta de esta coenzima.

Por otro lado, varios autores han propuesto que la AcTK de la amiba puede
funcionar para sintetizar ATP extra al producido en la glucdlisis. Los datos derivados
de esta tesis indican que el trofozoito tiene una alta actividad de AcTK (160
nmoles/min*mg prot) que excede el flujo de acetato (3-5 nmoles acetato/min*mg
prot). Sin embargo, la afinidad de la AcTK (0.14 mM acetil-CoA) es 10 veces menor
que la afinidad de la ADHE por el mismo metabolito (0.015 mM), por lo que a pesar
de que de esta ultima hay menor actividad en la célula (75 nmoles/min*mg de prot) el
flujo de etanol estaria favorecido. Por lo tanto, los datos cinéticos obtenidos en esta
tesis ayudan a explicar porqué es menor el flujo de acetato en la amiba.
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Por otro lado, la otra forma de sintetizar acetato en amiba es con la AcK. La
actividad de esta enzima en los trofozoitos es de 48 nmoles/min*mg de prot y tiene
alta afinidad por sus sustratos. Sin embargo, la concentracién de acetil-P en amibas
axénicas no se pudo detectar lo cual puede tener dos explicaciones i) la AcK es muy
eficiente y no permite que se acumule el metabolito en la célula o ii) se sintetiza en
poca cantidad a través de reacciones aun desconocidas. Estas hipotesis pueden
explorarse experimentalmente en estudios posteriores. Sin embargo, la AcK pudiera
tener una funcién fisiologica en cultivos monoxénicos o in situ en el tracto
gastrointestinal ya que la enzima puede obtener el sustrato a partir de la fagositosis
de bacterias las cuales contienen altas concentraciones de acetil-P tal como lo
reportd Reeves y col. (1975). El resultado de interés de la reaccion de la AcK es que
incrementaria la sintesis de PPi; el cual es sustrato de las enzimas glucoliticas PPi-
PFK y PPDK para sintetizar ATP. Asi mismo, también se debe explorar si la AcK
tiene otros sustratos fisioldégicos o incluso otra funcion dentro de la célula ya que se
ha reportado que algunas enzimas pueden tener funciones adicionales a las
metabdlicas.

6.0 Conclusiones Generales

-La AcTK es la enzima que participa mayoritariamente en la sintesis del acetato
basado en sus parametros cinéticos y disponibilidad de sustratos en la célula.

- La contribucién de la AcTK para la sintesis de ATP del parasito pudiera ser poca
debido a que la competencia con la ADHE para la formacién de etanol la pone en
desventaja. Sin embargo, se puede hipotetizar que la funcién de la AcTK podria ser
importante para la regeneracion de CoA para que el flujo hacia etanol pueda

proseguir.

- En el trofozoito, el acetil-P sustrato de la AcK no esta presente, por lo que en
amibas cultivadas in vitro en forma axénica esta reaccién podria ser de poca

relevancia para el metabolismo energético de la amiba. Sin embargo, cuando las

78



amibas fagocitan a las bacterias, el uso del acetil-P proveniente de estas células
podria ser utilizado por la AcK y por lo tanto esta enzima podria ser relevante en
condiciones de cultivo monoxénicas para formar el PPi necesario para varias

reacciones de la glucdlisis.

7.0 PERSPECTIVA

Evaluar la funcién de la AcK en el metabolismo de Entamoeba

histolytica.

Evaluar la posibilidad de que existan otros sustratos para la formacién
de acetato por medio de la AckK.

Evaluar si en cultivos monoxénicos se incrementa la expresion de la

AcK vy se detecta la presencia de acetil-P.
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