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Resumen 

Entamoeba histolytica es un protozoario parásito intestinal extracelular de 
distribución cosmopolita y el cual es el agente etiológico de la amibiasis. Este es 
un organismo unicelular simple, ya que, aunque presenta un núcleo, carece de 
mitocondrias, peroxisomas y de organelos estructurados reconocibles tales como 
el complejo de Golgi y Retículo Endoplásmico. Aunque en el presente se lleva a 
cabo la secuenciación del genoma de E. histolytica, el estudio de la función génica 
en este parásito ha sido muy limitado. Esto se debe a que no es posible aplicar 
muchas de las técnicas de genética estándar, ya que no posee un ciclo sexual 
conocido, su genoma es de ploidía compleja y cuenta con un número variable de 
núcleos en poblaciones celulares. A la fecha no se sabe si existe recombinación 
homóloga en amibas o sistemas virales amibianos, por lo que la única herramienta 
genética molecular, que se puede utilizar hoy, consiste en la supresión de la 
expresión génica. Básicamente, se cuenta con tres métodos de supresión génica 
en este parásito: ácidos péptido nucleicos (PNA), ARN antisentido y recientemente 
ARN interferente. 

Los PNAs son análogos sintéticos de oligonucleótidos de ADN y ARN. 
Presentan un esqueleto pseudopeptídico formado por monómeros de N-(2-
aminoetil)glicina, los cuales son aquirales, sin carga y levemente hidrofóbicos. Se 
ha demostrado que los PNAs son capaces de inhibir tanto la transcripción como la 
traducción en diferentes tipos celulares. En trofozoítos de Entamoeba histolytica, 
se ha observado que éstos son naturalmente permeables y capaces de inhibir 
especificamente la traducción del gene blanco. 

En el presente estudio se evaluó a los PNAs como agentes supresores de 
la expresión génica en Entamoeba histolytica, así como sus probables 
mecanismos de interacción con su ARNm blanco, por medio de la generación de 
variantes de éstos con respecto a modificaciones covalentes. Para dicho efecto se 
realizaron estudios a diferentes niveles: cinética de hibridación en fase sólida, 
hibridación en fase líquida, traducción in vitro, inhibición de la traducción en 
células en cultivo y por último, in vivo, inhibición de formación de abscesos 
hepáticos en hámsters. 

Hasta este momento se han realizado todo tipo de estudios con los PNAs, 
desde la caracterización fisicoquímica hasta modelos in vivo, pero siempre de una 
manera aislada. De aquí la relevancia de este trabajo, en el cual se presenta un 
estudio multinivel, el cual nos permitió evaluar y determinar las consideraciones de 
uso de los PNAs como agentes supresores de la expresión génica en el parásito 
Entamoeba histolytica. 
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Abstract 

The intestinal extracellular protozoan parasite Entamoeba histolytica, of 
cosmopolitan distribution, is the etiological agent of the human amebiasis. It is a 
simple unicellular organism, characterized by the lack of mitochondria, 
peroxisomes and well defined organelles such as the Golgi complex and 
Endoplasmic Reticulum. Analysis of gene function in this parasite has been very 
limited, even though its genome is being sequenced. The absence of a sexual 
cycle, the complex ploidy of its genome and the variable number of nuclei in 
cellular populations, are some of the impediments for the use of conventional 
genetic techniques. Even today no homologous recombination mechanisms or 
amebic viral systems are known, making genetic suppression the only molecular 
genetic approach. Peptide nucleic acids (PNA) or antisense RNA are, basically, 
the two available genetic tools at the moment. 

PNAs are synthetic analogues of DNA or RNA oligonucleotides. They have 
a pseudopeptide backbone composed of N-(2-aminoethyl)glycine monomers, 
which are achiral, without net charge and considerably hydrophobic. Specific 
inhibition of transcription and translation with PNA oligomers has been reported in 
different cellular types. Permeability and specific translation inhibition activity has 
been observed in PNA treated E. histolytica trophozoites. 

In the present study, we evaluated the use of PNAs as antisense suppressor 
agents of E. histolytica genetic expression, and possible mechanisms of PNA 
interaction with its target molecules as a function of covalent modifications. This 
was done at different levels: kinetics of solid phase hybridization, liquid phase 
hybridization, in vitro translation, translation inhibition in cultured cells and in vivo 
assays. 

At this point, a wide range of experiments with PNA have be en done, but 
always in an isolated manner. The relevance of this study rests on the multilevel 
approach implemented, as the results obtained permitted us to determine some 
important considerations for the use of PNA as antisense suppressors of gene 
expression in the parasite Entamoeba histolytica. 
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Introducción 

Entamoeba histolytica. 

Biología. Entamoeba histolytica (Figura 1 )(Phylum : 
Sarcomastiogophora; Subphylum : Sarcodina; Superclase: Rhizopoda; Clase: 
Lobosea; Orden: Amoebida; Suborden: Tubulina; Familia: Entamoebidae; 
Género: Entamoeba) está incluída dentro de las siete especies de amiba que 
pueden colonizar el tracto intestinal humano y es la única con importancia 
médica. Durante mucho tiempo se pensó que E. histolytica podía infectar a su 
hospedero tanto de forma comensal, sin síntomas, como de forma invasiva, 
generando lesiones intestinales y extra intestinales, tales como abscesos 
hepáticos. Ahora se sabe que los diferentes cuadros los producen amibas de 
distintas especies aunque morfológicamente idénticas. E. histolytica es el 
patógeno responsable de causar amibiasis invasiva y E. dispar es un comensal 
del intestino (Martínez Palomo, 2000; Jackson, 1998; Espinosa-Castellano et 
al. , 1998) . 

Figura 1. Trofozoítos de E. histolytica vistos 
por contraste de fases. 

Ciclo de vida. El ciclo de vida de E. histolytica se describió en estudios 
realizados en monos y se ha extrapolado al humano (Dobell, 1928). El ciclo da 
comienzo al ingerir quistes presentes en insumos contaminados y comprende 
de cuatro estad íos consecutivos: 
quistes, formas metaquísticas , 
trofozo ítos y prequistes . Los 
trofozoítos, o forma invasiva, son los 
que producen el cuadro patológico al 
colonizar la mucosa del colon. El 
estadío de trofozoíto presenta 
tamaños de 10 a 60 ~m de diámetro, 
se multiplica por fisión binaria y se 
enquista produciendo qu istes 
tetranucleados típicos después de 
dos divisiones nucleares sucesivas 
de quistes uninucleados. De cada 
quiste emerge una sola amiba 
metaquística tetranucleada , que 
produce a su vez ocho trofozoítos 

í Multiplicac ión y 
fisión binaria 

HOMBRE 

t 
Metaquiste 

(Desenquistamiento) 

Q llÍste maduro 

AMBIENTE EXTERNO 

Quiste imnaduro 

• 

'''''om'_ I 
Enquistamiento 

• 

uninucleados después de su división. Figura 2. Ciclo de vida de E. histolytica. 
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Los quistes aparecen en el colon cuando las condiciones de viabilidad 
para el trofozoíto son desfavorables. Para pasar al estadío de quiste, la amiba 
elimina los nutrientes y adquiere una forma esférica para constituir un prequiste 
mononucleado. Enseguida, el quiste se recubre con una resistente membrana 
externa y el núcleo se divide. Los quistes inmaduros contienen dos núcleos; los 
maduros, que miden entre 10 Y 18 ~m de diámetro, tienen cuatro núcleos 
(Figura 2) (Martínez Palomo 1989; Martínez Palomo 2000; Jackson, 1998). Las 
amibas que logran difundir al torrente sanguíneo e invadir el hígado son, 
evolutivamente hablando, estériles ya que nunca dejan al hospedero. 

Bioquímica. Bioquímicamente, E. histolytica presenta un metabolismo 
que dista mucho al de los eucariotes más complejos y se acerca más bien al de 
los procariotes en algunos aspectos. Por ejemplo, carece de hemoproteínas, 
glutatión, ciclo de Krebs, vía colateral de las pentosas y su glicólisis no está 
regulada alostéricamente. Es un anaerobio/microaerófilo que carece de 
mitocondrias y cuyas enzimas glicolíticas son similares a las de bacterias. No 
cuenta con citocromos, sin embargo, los electrones se transfieren de sustratos 
reducidos al oxígeno a través de acarreadores como flavinas y centros de Fe 
(no hemo). No presenta cata lasas, peroxidasas u otras enzimas con grupos 
hemo, no obstante, el trofozoíto puede viv ir en una atmósfera de hasta 5% de 
oxígeno. La principal fuente de energía son los carbohidratos, los cuales se 
catabolizan por la vía de Embden Meyerhof. El pirofosfato ha reemplazado al 
ATP como fuente de energía en varias reacciones glicolíticas (Martínez 
Palomo, 1989; Martínez Palomo, 2000; Carrero, 1996). 

Genoma. A nivel molecular, E. histolytica presenta también diferencias 
con los eucariotes avanzados. El tamaño del genoma se calcula entre 2.2 a 
3. 7x1 08 Kb (Bhattacharya, 2000) y, aunque la ploidía es incierta, parece estar 
organizado en 31-35 cromosomas de entre 0.3 y 3.3 Mb (Willhoeft y Tannich, 
1999). La cromatina se organiza en partículas similares a nucleosomas que se 
condensan por proteínas de unión a ADN que difieren de las histonas típicas 
(Torres-Guerrero, 1991). El contenido de G-C es de 22 % y se sabe que en las 
secuencias codificantes es de 33 %, donde también se muestra una 
preferencia de A-T del 82 % en la tercera posición del codón (Tannich y 
Horstmann, 1992). Las regiones intergénicas y las regiones 5' y 3' no 
traducidas de los ARNm son cortas (Petter et al., 1992; Bruchhaus et al., 1993) . 
La mayoría de los genes carecen de intrones y cuando los hay, son de menos 
de 100 pb (Bhattacharya, 2000). Aunque la mayoría del ADN está contenido en 
el núcleo, se ha encontrado ADN en vesículas nucleares tanto libres en el 
citoplasma como dentro de una estructura tipo cinetoplasto (EhkO) (Solís, 
2002). También existen varias copias de plásmidos (episomas), que parecen 
contener su propio origen de replicación. Estas estructuras de 25 kb de longitud 
(existen alrededor de 200 por célula) contienen los genes ribosomales 
(Bhattacharya, 1989; Hubber, 1989). 
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Entamoeba histolytica como un eucariote minimizado. E. histolytica 
ha sido propuesto como un eucariote atípico, situado en un punto muy primitivo 
de la evolucióm eucariótica ya que aunque presenta un núcleo, carece de 
mitocondrias, peroxisomas y de organelos bien definidos tales como el 
complejo de Golgi y Retículo Endoplásmico (Martínez-Palomo, 1982 y 
1986)(Figura 3). Sin embargo, estudios de filogenia basados en la secuencia 
de ARNr (Clark, 1995), sitúan a Eh como un eucariote menos primitivo. Esta 
última postura ha sido apoyada por la identificación de genes de Eh 
relacionados con proteínas mitocondriales (Clark, 1995) y de genes que 
contienen intrones (Sánchez-López, 1998). También, se ha observado que la 
expresión génica se asemeja a la transcripción monocistrónica de eucariotes 
recientes, así como elementos reguladores como las cajas TATA y un 
spliceosoma funcional (Miranda, 1996). 

Este mosaico supone que, independientemente de un origen antiguo o 
reciente, Eh presenta una serie de características asombrosas, por lo cual se le 
propone como un eucariote minimizado, el cual quizás ha ido perdiendo ciertas 
características de células eucariotes superiores probablemente como 
consecuencia de su adaptación al tipo de vida parasitario. 

Figura 3. Microscopía electrónica de un trofozoíto de E. 
histolytica, la cual muestra la ausencia de organelos 
tales como el Aparato de Golgi y el Reticulo 
Endoplásmico. 

Amibiasis y factores de virulencia. E. histolytica es un protozoario 
parásito intestinal extracelular que presenta una distribución cosmopolita. E. 
histolytica causa, aproximadamente, 50 millones de casos de absceso hepático 
y colitis invasiva anualmente en países subdesarrollados, y es considerada la 
tercera causa de muerte en humanos provocada por parásitos después de la 
malaria y la esquistosomiasis (Walsh,1986). En México, se estima que 
anualmente se presentan 1 millón de casos de amibiasis y aproximadamente 
de 1,000 muertes ocasionadas por E histolytica. 

La invasión parasitaria, por E histolytica, es un proceso activo, mediado 
por trofozoítos, del cual se pueden distiguir 4 etapas: a) adhesión a la mucosa 
intestinal; b) muerte celular mediada por contacto y actividad enzimática; c) 
disrupción de la pared intestinal; y d) transporte a través del sistema vascular 
(Das, 1999; Espinoza-Castellano, 2000). A continuación se detallan algunos de 
los factores de virulencia identificados en E histolytica importantes para su 
patogenia y virulencia. 

Factores de adherencia. La adhesión del parásito a su célula blanco 
depende primordialmente de la unión de su lectina Gal/Nac a residuos de 
galactosa o N-acetil-galactosamina, presentes en glicoproteínas de la célula 
blanco (Chadee, 1987). Esta lectina es una glicoproteína de superficie que 
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consiste en una cadena pesada de 170 KDa unida mediante puentes disulfuro 
con una cadena ligera de 35 KDa (Petri, 1989). Otras moléculas que pueden 
estar involucradas en la adherencia son la adhesina EhADH112 (García
Rivera, 1999), la lectina de 220 KDa (Rosales-Encina, 1989) y el 
fosfolipoglicano de superficie (Stanley, 1992). 

Péptidos formadores de poro. El amibaporo, el cual se ha acreditado 
como el principal responsable del efecto citolítico, es un péptido de alrededor 7 
KDa y el cual presenta tres isoformas. El mecanismo cito lítico propuesto para el 
amibaporo se basa en su secreción e inserción (independiente de receptores) 
en membranas celulares formando canales iónicos al oligomerizar (Leippe, 
1991 y 1995). 

Actividad enzimática . Varias actividades enzimáticas han sido 
identificadas en este parásito, las cuales en mayor o menor medida, podrían 
estar contribuyendo al efecto lítico sobre la célula blanco. Algunas de estas 
enzimas son, la colagenasa (Muñoz, 1984), fosfolipasa A (Ravdin, 1985) y 
proteasas de cisteínas (CP)(Perez-Monfort, 1987). De estas últimas, la 
proteasa de cisteína 5 (CP5) es la más abundante, constituye el 40 % de las 
CP de amiba, y se encuentra asociada a membrana. Cabe destacar que CP5 
está ausente en la amiba no patogénica E. dispar (Bruchhaus, 1996). 

A pesar de lo antes mencionado, también se ha propuesto que la 
respuesta inflamatoria del hospedero puede llegar a tener un papel 
determinante, ya que en estudios in vivo (hamster leucopénicos) se ha 
observado que la presencia de los trofozoítos en el hígado no es suficiente 
para la formación de abscesos (Olivos-García, 2004). 

Vía secretoria de E. histolytica. La presencia de una vía secretoria 
típica en E. histolytica ha sido propuesta en gran medida debido a que se han 
identificado genes homólogos a componentes moleculares de la vía secretoria 
en otros eucariotes. Tales genes son: SRP54, componente del complejo SRP 
que participa en el mecanismo de reconocimiento de la secuencia señal y 
encargado de la conducción de las proteínas nacientes hacia y a través de la 
membrana del RE (Ramos, 1997); Sec61, componente del canal de 
translocación de proteínas a través de la membrana del RE (Sánchez-López, 
2000); STI3, componente del complejo oligosacariltransferasa que participa en 
N-glicosilación (Gutiérrez, 2000); BIP, proteína residente del RE que funciona 
como chaperona durante el plegamiento de polipéptidos nacientes (Gosh, 
1999); POI, isomerasa de puentes disulfuro de proteínas asociada al 
plegamiento correcto (Ramos et al. , 2000); ERD2, receptor de cis-Golgi que 
participa en el transporte retrógrado de proteínas residentes del RE que 
presentan la etiqueta KDEL (Sánchez-Lápez, 1998); Rab7, Rab11, RabA 
(Temesvari, 1999), RabB (Rodríguez, 2000), Rab5 (Saito-Nakano, 2000) y 
Rab8 (Juárez, 2000), las cuales son GTPasas de bajo peso molecular 
involucradas en el tráfico vesicular. 

Por otro lado, existen evidencias de que las funciones de la vía 
secretoria son realizadas en el trofozoíto. E. histolytica es capaz de secretar 
activamente proteínas (por ejemplo factores de virulencia) y proteínas de 
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membrana plasmática son selectivamente dirigidas hacia su destino (por 
ejemplo la lectina GaIlNac). Además, proteínas, como el caso de la lectina, 
presentan el corte proteolítico de su péptido señal, como sucedería en la 
traslocación al RE en eucariotas típicos. Por último, existe evidencia de que E. 
histolytica es capaz de realizar 0- y N-glicosilación (Sánchez-López, 2000; 
Vargas-Rodríguez, 1998). 

Degradación de proteínas por el proteasoma en Entamoeba 
histolytica. Con respecto a la degradación de proteínas por el proteasoma en 
E. histolytica, pocos han sido los estudios realizados. En E. histolytica se ha 
descrito tanto la presencia y actividad de la partícula 20S (Scholze, 1996), 
como sequencias homólogas a las subunidades de la partícula 20S y 19S 
(Ramos, 1997; Hellberg, 1999). También, se ha demostrado en E. invadens 
que un funcionamiento normal por parte del proteasoma es requerido para la 
diferenciación de trofozoíto a quiste (Gonzalez, 1999). Por último, 
recientemente se reportó, por nosotros y como parte de este trabajo doctoral, la 
distribución subcelular del proteasoma en este parásito (Sánchez, 2002). 

Inhibición de la expresión génica en Entamoeba histolytica. Aunque 
en el presente se avanza en la secuenciación del genoma de E. histolytica, ha 
sido muy lim itado el estudio de la función génica en este parásito. Esto se debe 
a que no es posible aplicar muchas de las técnicas de genética estándar, ya E. 
histolytica que no posee un ciclo sexual conocido, su genoma es de ploidía 
compleja y cuenta con un número variable de núcleos en poblaciones 
celulares. A la fecha, no se conocen sistemas de recombinación homóloga para 
amibas o virus amibianos, por lo que la única herramienta genética molecular 
hoy, consiste en la supresión de la expresión génica y la sobreexpresión a 
partir de plásmidos. 

Básicamente se cuenta con dos métodos de supresión génica en este 
parásito, ácidos péptido nucleicos (PNA) y ARN antisentido (transfección de 
trofozoítos con plásmidos cod ificantes para ARN antisentido; el gene que se 
desea inhibir se clona en dirección opuesta en el plásmido) (Stock, 2001 ; Ankri , 
1998 y 1999; Bracha, 2000). 

Ankri y colaboradores reportaron por primera vez, en 1998, la inhibición 
específica de una proteína amibiana en células de cultivo mediante la 
utilización de ARN antisentido. Con esta metodología, lograron disminuir 
específicamente la expresión de tres genes amibianos, con una eficiencia de 
inhibición de un 70 % con respecto al control (Ankri, 1998). Debido a que esta 
metodología requiere de una excesiva manipulación de los trofozoítos, se han 
puesto en tela de juicio los fenotipos obtenidos con este procedimiento, ya que 
éstos pueden deberse al estrés en el cual se encuentran los trofozoítos y no a 
la bajada específica de la proteína blanco (Petri , 1999). 

Nuestro grupo ha utilizado un enfoque diferente, manipular y modificar lo 
menos posible a los trofozoítos, siendo el único blanco de alteración las 
moléculas de ácidos péptido nucleicos. Esto aumenta la confianza en que los 
fenotipos que observamos son ocasionados por la disminución específica de 
las proteínas blanco. En estos estudios lo único que se hace es adicionar las 
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moléculas de PNA al medio de cultivo con los trofozoítos e incubarlas el tiempo 
deseado. Las inhibiciones alcanzadas con esta metodología son comparables a 
las obtenidas utilizando ARN antisentido (70 % de inhibición con respecto al 
control) (Stock, 2001) (anexo 1). 

Recientemente, el grupo de Mirelman al tratar de sobreexpresar el 
péptido de amibaporo, Ehap-a, (transfectando amibas con plásmidos que 
contenían tanto la región codificante como las regiones 5' y 3' del gene en 
dirección sentido) observó que la producción de amibaporo tanto endógena 
como la de plásmido era totalmente abolida. Posteriormente, determinaron que 
la región 5' no traducida era suficiente para inhibir totalmente la expresión 
endógena de amibaporo. En este artículo concluyen que el silenciamiento 
observado es a nivel transcripcional, ya que la inhibición se logró utilizando 
solamente la región homóloga 5', el inicio de la transcripción de Ehap-a estaba 
bloqueado y, por último, no se detectó la presencia de fragmentos pequeños de 
ARN de doble cadena codificantes ni no codificantes de Ehap-a (Bracha, 2003). 
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Transporte y secreción. 

Generalidades. El mantenimiento de la organización estructural y 
funcional, tanto en células procariotas como eucariotas, requiere de situar a las 
proteínas sintetizadas en el sitio indicado para su correcta funcionalidad. Para 
dicho efecto, la célula ha tenido que especializar procesos de localización 
subcelular adecuados para cada una de sus moléculas. En procariotas, de 
manera general, las proteínas son sintetizadas en el citoplasma y pueden 
permanecer en él o, mediante señales peptídicas adecuadas, pueden ser 
dirigidas a organelos, ser insertadas o secretadas a través de la membrana 
plasmática (Rothblatt, 1994). 

Para el caso de las células eucariotas, la localización subcelular se logra 
mediante un transporte intracelular a través de un sistema endomembranoso. 
En este sistema, las membranas con permeabilidad selectiva organizan y 
separan las reacciones bioquímicas de un organelo, generando 
compartimientos morfológicamente distintos y funcionalmente especializados. 
Además de contener transportadores responsables de la importación y 
exportación de metabolitos, las membranas poseen los mecanismos para 
importar e incorporar las proteínas que hacen único a cada compartimiento 
(Mellman, 2000). Para explicar este flujo intracelular de moléculas han surgido 
varios modelos, empero, sólo dos han logrado trascender: el modelo vesicular y 
el modelo de maduración de cisternas. 

La transferencia de moléculas entre compartimientos, explicado por el 
modelo de transporte vesicular, propone que ésta se lleva a cabo mediante 
pequeñas vesículas membranosas . (Palade, 1975) (Figura 4). Esta 
transferencia es siempre de una manera direccional, desde el compartimiento 
donador hacia el aceptor. Típicamente, estos compartimientos están 
compuestos de membranas bioquímicamente distintas y por una serie de 
etiquetas moleculares, que permiten la interacción y fusión sólo con el 
compartimiento apropiado. Estas etiquetas incluyen a las proteínas SNARE y 
Rab (GTPasas de bajo peso molecular)(Soogard, 1994). 

De acuerdo con el modelo de maduración de cisternas, el material es 
transportado sin abandonar el lumen de la cisterna y es ésta la que madura 
secuencialmente hasta alcanzar su destino final (Mironov, 1997). 

8 



Introducción 

Figura 4. Esquematización de una vía secretoria eucariota típica. 

La vía secretoria en eucariotas. La secreción de proteínas en una 
célula eucariota puede dividirse en cuatro etapas principales: a) transporte y 
translocación a través de la membrana del retículo endoplásmico (RE); b) 
proteólisis, glicosilación y plegamiento en el lumen del RE; c) transporte hacia 
el aparato de Golgi (AP) y maduración de las proteínas; y d) transporte 
vesicular hacia el compartimiento blanco o ambiente extracelular (Sakaguchi, 
1997). 

Transporte y translocación a través de la membrana del retículo 
endoplásmico. Al ensamblarse el ribosoma sobre el ARNm en el citoplasma y 
comenzar la traducción, la proteína naciente puede seguir dos diferentes 
caminos; continúa sintetizándose en el citoplasma, o es reconocida y 
transportada a la membrana del RE por la partícula de reconocimiento de la 
señal (SRP). Esta partícula es un complejo ribonucleoproteico que al reconocer 
el péptido emergente del ribosoma, detiene la traducción y transporta el 
complejo ribosoma-polipéptido-ARN hacia la membrana del RE. Una vez en la 
membrana del RE, el complejo ribosoma-polipéptido-ARN-SRP interacciona 
con el receptor para la SRP, lo que ocasiona la disociación de la molécula SRP 
del complejo y posiciona al péptido naciente sobre el canal de translocación. 
Posteriormente se reinicia la traducción y da comienzo la translocación. El 
canal de translocación es un complejo de proteínas transmembranales que 
genera un entorno hidrofílico en la membrana para que el péptido sea capaz de 
atravesar hacia ellumen del compartimiento. El complejo de translocación está 
compuesto por varias proteínas, de las cuales destacan el receptor de SRP, las 
proteínas TRAM y el complejo Sec61 (Sec61 a, ~ y y). Las proteínas de 
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membrana son insertadas en ésta por la misma maquinaria de translocación 
por un mecanismo poco conocido (Johnson, 1999). 

Glicosilación y plegamiento en el lumen del retículo endoplásmico. La 
gl icosilación y plegamiento de prote ínas se inicia mientras éstas son 
translocadas al lumen del RE. Durante la translocación del polipéptido naciente, 
algunas proteínas chaperonas, como Bip, se unen a éste, favoreciendo el 
plegamiento correcto. Además, en este momento se inicia la formación de 
puentes disulfuro, catalizada por la enzima PDI, y la transferencia de 
oligosacáridos, catalizada por el complejo oligosacaril transferasa. Si la 
proteína no posee señales de residencia para el RE y ha sido plegada 
correctamente, continúa su camino hacia el aparato de Golgi en vesículas 
cubiertas por el complejo COPII (Mellman, 2000). 

Transporte hacia el aparato de Golgi y maduración de las proteínas. Al 
fusionarse las vesículas tipo COPII con la membrana del cis-Golgi y liberar su 
contenido en el lumen de éste, las modificaciones a las proteínas para su 
maduración continúan. La maduración de las proteínas se da durante su paso a 
través de las distintas cisternas del complejo de Golgi (cis-medial-trans) y 
pueden sufrir modificaciones como O-glicosilación y rearreglo de azúcares, 
sulfatación, fosforilación y proteólisis. Las proteínas residentes del lumen del 
RE que poseen el tetrapéptido señal KDEL, al llegar al cis-Golgi son 
reconocidas por el receptor ERD2, seleccionadas, concentradas y 
empaquetadas en vesículas cubiertas por el complejo COPI. Estas vesículas 
son conducidas por transporte retrógrado de regreso al RE (pelham, 1996). 

Transporte vesicular hacia el compartimiento blanco o ambiente 
extracelular. Una vez que las proteínas alcanzan su maduración final en el 
trans-Golgi, están listas para ser secretadas o localizadas a su destino final. En 
esta cisterna son empaquetadas en vesículas cubiertas de clatrina y 
transportadas a la vía endosomal o a la membrana plasmática . El 
direccionamiento correcto de estas vesículas a su destino final, está asociado a 
la presencia de proteínas SNARE en la superficie de la vesícula (v-SNARE) y 
en la membrana del organelo blanco (t-SNARE) . Estas proteínas son 
receptores de factores solubles citosólicos necesarios para el anclado y fusión 
de la vesícula en la membrana blanco, de las cuales la más caracterizada es la 
familia de proteínas Rab. 
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Degradación de proteínas por el proteasoma. 

El tiempo de vida de una proteína en una célula está determinado por la 
función que realiza y por la etapa del ciclo celular en que se encuentra la 
célula. Una vez cumplida su función o el cambio de etapa de la célula, ésta se 
vuelve más propensa a la degradación por enzimas específicas o mecanismos 
generales. El mecanismo de degradación general de proteínas citosólicas es 
esencialmente llevado a cabo por el proteasoma. Este se conoce en el 
presente como el sistema de ubiquitinación/proteasoma, ya que la gran 
mayoría de las proteínas que son degradadas por este sistema primero sufren 
una conjugación (marcaje) covalente de una cadena multimérica de ubiquitinas. 
Una vez "marcadas" estas proteínas son degradadas rápidamente por el 
proteasoma en una forma ATP dependiente (Hochstrasser, 1995). 

El proteasoma 268 es un complejo cilíndrico de 2100 KDa, compuesto 
de dos partículas, la proteolítica (208) y el cap regulador (198). En los sistemas 
estudiados, la partícula 208 (700 KDa) está formada por 28 subunidades, 
formadas por los productos de 7 genes homólogos a y~. Estas subunidades 
generan un arreglo de 4 aros con 7 subunidades cada uno de ellos. Los dos 
aros externos se componen exclusivamente de subunidades a, mientras que 
los dos aros interiores se componen de subunidades ~, las cuales presentan la 
actividad proteolítica (Figura 5). La partícula 198 (700 KDa) es un complejo 
formado por 20 subunidades, la cual puede unirse a la partícula 208 por uno o 
ambos extremos. Esta partícula es la que le confiere al proteasoma la actividad 
de degradación de proteínas dependiente de ATP y ubiquitinación (Figura 6). 
De la m isma manera, la subunidad 118 al unirse a la partícula 208 promueve la 
degradación ATP-independiente de péptidos que no han sido ubiquitinados (en 
el caso de células de mamífero) (DeMartino, 1999). 

I Archae I Eucariote 

2 genes: 
ex y~, 

14 
copias 

cada uno 

14 
genes: 
7 tipo ex 
7 tipo ~ 
2 copias 
cada uno 

Figura 5. Organización estructural del proteasoma. 
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Sustrato Ubiquitina 

iJ 
O- e-

Péptidos 
lATP • ) """"""""" • ~ """ ?t.... """ Enzimas """ r'\, """ """ ""\, """ ubiquitinadoras """ 

Figura 6. Sistema de degradación de proteínas Ubiquitina/Proteasoma. 
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Supresión génica. 

Generalidades. En 1953 se describió la estructura de la doble hélice del 
ácido desoxirribonucleico (ADN), suceso que permtió a la comunidad científica 
investigar las bases moleculares de la herencia. Enseguida, se generaron 
cantidades abrumadoras de información, lo cual catalizó el establecimiento del 
área que hoy conocemos como biología molecular. La dirección que siguió gran 
parte de la biología molecular, y como la seguimos entendiendo hasta estos 
tiempos, fue determinar la relación que existía entre ADN, ARN Y proteína, y la 
importancia de éstos a nivel celular. 

La expresión génica se puede inhibir en dos niveles, a nivel de la 
transcripción y a nivel de la traducción. Por consenso general se ha 
denominado inhibición antigene cuando se bloquea la transcripción, e inhibición 
antisentido cuando se bloquea la traducción. Como se puede inferir de manera 
lógica, la inhibición antigene disminuye tanto los niveles del ácido ribonucleico 
mensajero (ARNm) como los de la proteína codificada por éste, mientras que 
en la inhibición antisentido, en principio, sólo se disminuyen los niveles de 
proteína (Figura 7). 

En 1978, Paul Zamecnik reportó por vez primera la utilización de 
oligonucleótidos como agentes antisentido, los cuales cuando eran adicionados 
exógenamente a cultivos celulares con virus de sarcoma Rous, inhibían la 
replicación de éste en células infectadas. En este reporte, se enfatizó la posible 
aplicación de oligómeros como agentes quimioterapéuticos generales y se 
propusieron las bases para el diseño exitoso de oligómeros antisentido, las 
cuales radican en dos características fundamentales: especificidad y afinidad. A 
partir de ésto, los ácidos nucleicos antisentido atrajeron un gran interés como 
una nueva clase de posibles agentes terapéuticos para el tratamiento de 
infecciones virales, cáncer y desórdenes genéticos, debido a su capacidad de 
inhibir específicamente la expresión de genes asociados a ciertos 
padecimientos. Sin embargo, una gran desventaja que atrasó la utilización de 
los oligómeros naturales fue el hecho de que son degradados rápidamente por 
nucleasas, siendo necesaria la adm inistración repetida de éstos para lograr 
mantener una dosis terapéutica. Debido a esto, a mediados de los años 80, se 
inició la carrera por diseñar análogos de ácidos nucleicos biológicamente 
estables (resistentes a nucleasas) que mantuvieran las características de 
hibridación a ARN y ADN natural. 
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ARNm 

Disminución de los 
niveles de ARNm y 
proteína. 

Introducción 

ARNm 

~ Disminución 
de los niveles 
de proteína. 

Figura 7. Inhibición de la expresión génica. Izquierda: inhibición antigene, disminuyen 
tanto los niveles de ARNm como de proteína. Derecha: inhibición antisentido, sólo 
disminuyen los niveles de proteína. 

Análogos. Los análogos sintéticos que se han generado hasta este 
momento se pueden dividir en tres grandes grupos: 1) los modificados en el 
grupo fosfato; 2) los modificados en el azúcar (ribosa) y 3) los modificados en 
ambos grupos (Figura 8). Los modificados en el grupo fosfato incluyen a los 
fosfarimidatos, fosforoditioatos, fosforotriésteres, boranofosfatos y fosforotiatos; 
estos últimos, que son los más estudiados hasta la fecha, conservan las 
propiedades de hibridación con ADN, pero la formación de híbridos y el 
apareamiento de bases están alterados, además de que se unen 
inespecíficamente a proteínas de unión a ADN. Para el siguiente grupo, se 
propuso sustituir el esqueleto de ribosas por otros compuestos como hexosas y 
derivados morfolínicos, seguidos por una larga lista que incluye alcanos, 
éteres, tioéteres, aminas, cetonas, formacetales, tioformacetales, amidas, 
carbamatos, ureas, hidroxilaminas, sulfamatos, sulfamidas, sulfonas, 
glicinamidas y otros, pero sólo unos pocos lograron imitar satisfactoriamente la 
geometría del enlace fosfodiéster. Por último, en la clasificación de los 
modificados en ambos grupos, destacan los llamados ácidos péptido nucleicos 
(PNA), en los cuales se sustituyó el esqueleto desoxirribofosfato por un 
esqueleto pseudopeptídico (Nielsen, 1995). 
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Grupo 1 

T~ 
o 

p=¡L x x = S, eH), BH). 

G~~ 
o 

o-.P-x 

c~ 
9 o=P-x 

A~ 
6H 

Grupo 2 Grupo 3 

Figura 8. Esquematización de los tres grupos de análogos sintetizados. 

Acidos Péptido Nuc/eicos (PNA) e inhibición génica. 
Generalidades. Estos análogos fueron inicialmente descritos y 

sintetizados en 1992 por Nielsen y colaboradores (Hyrup, 1996). En el 
presente, la síntesis química de PNA se lleva a cabo por medio de métodos 
análogos utilizados en la síntesis de péptidos, encontrándose en el mercado 
monómeros para la química tboc y fmoc. 

Los PNA son análogos sintéticos de oligonucleótidos de AON y ARN. 
Presentan un esqueleto pseudopeptídico formado por monómeros de N-(2-
aminoetil)glicina, los cuales son aquirales, sin carga y levemente hidrofóbicos. 
Las bases purínicas (A, G) Y pirimidínicas (e, T) se encuentran ancladas al 
esqueleto pseudopeptídico por medio de enlaces metil-carbonilo. A diferencia 
de los oligonucleótidos naturales, AON y ARN, las moléculas de PNA no 
contienen azúcar (pentosa) ni grupos fosfatos (Figura 9). 

Por nomenclatura convencional, el amino terminal de los PNAs 
representa el 5', mientras que el carboxilo terminal representa el 3' del 
oligonucleótido natural. Los PNA pueden hibridar con su ácido nucleico 
complementario con una orientación tanto paralela como antiparalela. Sin 
embargo, la orientación Péptido PNA ADN 
antiparalela se prefiere OH 

predominantemente (Good, 1998). ~ 
Los dúplexes que se mencionan en RX-<:;O A ',' ; T o ¿ 
esta tesis son antiparalelos, a HN C' Á CFt-

o 

menos que se indique lo contrario. '¿;:H' J, 'r
c
'. GA~p,_o' 

Figura 9. Estructura química de un HJ t A_ 
péptido, PNA y una molécula de ADN. )-R, iN o ~ 
El enlace amídico característico de los ~ H Á

G
':: cJo~ 

péptidos y PNA está en cuadro. R'-Hr H o CF+- O' 
[Ilustración tomada del libro Peptide Hr N o o 

Nucleic Acids Protocols and 171 QJ." A~~ 
Applications, Nielsen P. and Egholm M. ~ H í'r' ÓH 

Horizon scientific press. 1999.] COOH Á _ 
H o 

lCONH, 
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Propiedades. El carácter neutral del esqueleto de los PNAs es una 
propiedad importante. En términos de estabilidad, se ha demostrado que, a 
baja y mediana fuerza iónica, los complejos complementarios PNAlADN son 
más estables que los complejos correspondientes de ADN/ADN. Esto se 
atribuye a la ausencia de repulsión de cargas entre la molécula de PNA y ADN. 
Por otro lado, y de cierta manera inesperadamente, la especificidad de los 
complejos PNAlADN es mayor que la observada en los complejos naturales. 
Un cambio de una base en la secuencia complemetaria de los oligonucleótidos, 
es generalmente más perturbadora en los dúplexes PNA/ADN que en los 
dúplexes ADN/ADN. Se han generado 15meros de PNA o ADN con todos los 
cambios únicos posibles (mismatch) y se ha evaluado el cambio en la 
temperatura de desnatural ización (~T m) para todos ellos. En los dúplexes 
PNA/ADN el promedio del ~T m fue 15°C, mientras que para el caso de los 
dúplexes correspondientes de ADN/ADN fue de 11°C (Egholm, 1993). 
Resultados similares se han reportado para complejos PNAlARN (Jensen, 
1997). Así mismo, la neutralidad del esqueleto del PNA, hace que la velocidad 
de hibridación con su secuencia blanco sea significativamente mayor que la de 
su análogo natural. Desde una perspectiva clínica, los oligómeros de PNA 
interaccionan poco o nada con proteínas séricas. 

La carencia de repulsión electrostática entre las dos cadenas del dúplex 
PNA/ácido nucleico, hace que en gran medida la temperatura de 
desnaturalización (T m) sea independiente de la concentración de sales. Esto 
hace que en condiciones fisiológicas de sal (NaCI), se observe una diferencia 
significativa de la estabilidad (T m) entre ambos dúplexes (Figura 10). A pesar 
de no depender de la fuerza iónica, la T m de los dúplexes PNA/ADN, 
correlaciona en mayor o menor medida con el contenido G-C y con el contenido 
de purinas en la hebra de PNA. Basados en en estos datos y en la T m 
calculada para dúplexes ADN/ADN, se generó una fórmula empírica para la 
determinación de la T m de dúplexes que contienen PNA. 

T m = Co + C1 * T m(nnADN) + C2 * fpyr + C3 * longitud 

En donde T m(nnADN) es la T m calculada del dúplex natural determinada con el 
modelo nearest neighboury utilizando los valores ~Ho (cambio en la entalpía) y 
~So (cambio en la entropía) descritos por SantaLucia (SantaLucia, 1996). fpyr 

denota el contenido fraccionario de bases pirimidínicas y "longitud" es la 
cantidad de monómeros de la secuencia del PNA. El valor de las constantes se 
determinó en co=20.79, c1=0.83, c2=-26.13 Y c3=0.44 (Giesen, 1998). 

La estructura tridimensional de los dúplexes PNA/ADN y PNA/ARN se 
resolvió por resonancia magnética nuclear (NMR) y cristalografía de rayos-X. 
Se concluyó que las moléculas de PNA son fácilmente moldeables y se 
adaptan a la estructura del ácido nucleico blanco, conformación A o B para 
dúplexes con ARN y ADN respectivamente (Nikiforov, 1999). 

Los PNA, debido a su naturaleza quimérica, al ser utilizados en sistemas 
celulares, no son reconocidos por nucleasas ni proteasas, lo que aumenta 
considerablemente su tiempo de vida media y su biodisponibilidad. 
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Figura 10. Dependencia 
de la fuerza iónica sobre 
la estabilidad térmica (Tm) 
de dúplex de PNA/ADN y 
ADN/ADN. [Ilustración 
tomada del libro Peptide 
Nucleic Acids Protocols 
and Applications, Nielsen 
P. and Egholm M. Horizon 
scientific press. 1999.] 
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Introducción 

Debido a la alta afinidad, especificidad y estabilidad in vivo que 
presentan los PNAs, su posible utilización como agentes antisentido para el 
tratamiento de enfermedades tales como infecciones virales y cáncer ha 
despertado un gran interés. 

PNAs e inhibición génica. Estudios de traducción in vitra, en sistemas 
libres de células , han demostrado que los PNAs son capaces de inhibir la 
traducción eucariótica mediante la formación de dúplexes tanto en la región de 
inicio de traducción como en la región 5' no traducida y, en menor medida, en 
la región codificante. Se sabe que los híbridos PNAlARN no activan a la enzima 
RNAsa H, por lo cual la inhibición depende de otros mecanismos, tal vez un 
impedimento estérico o una desestabilización biológica de los ARNm. Por otro 
lado, estudios de Biacore y determinaciones de la Tm han demostrado que la 
velocidad de formación del híbrido correlaciona con la estabilidad de éste 
(Jensen, 1997). 

Al utilizar cepas de E. coli permeables o ser introducidos en células por 
medio de microinyección, se ha observado que concentraciones micromolares 
de PNA son suficientes para inhibir efectiva y selectivamente la transcripción y 
la traducción de los ácidos nucleicos complementarios (Good y Nielsen, 1998a 
y 1998b). 

Uno de los grandes impedimentos en la utilización de los PNAs como 
agentes antisentido ha sido su baja permeabilidad celular (Good, 2001). Para 
sobrepasar este obstáculo, se propuso generar conjugados de PNAs con 
moléculas acarreadoras. ' 

Se ha observado que PNAs unidos a secuencias de localización nuclear 
(NLS), son capaces de penetrar al núcleo de células tumorales de mamífero en 
cultivo e inhibir específicamente la transcripción del gene c-myc (Boffa, 
comunicación personal) . 

Al utilizar sistemas in vivo, se ha demostrado que las células neuronales 
son excepcionalmente permeables a las moléculas de PNA. En estudios 
recientes se ha demostrado que PNAs administrados por vía intraperitoneal en 
ratas, son capaces de cruzar la barrera hematoencefálica y tener un efecto 
antisentido específico sobre el gene de neurotensina (Beth, 1999). 

En el laboratorio, se ha observado que células de Eh son naturalmente 
permeables a oligómeros de PNAs no modificados de longitudes de entre 13 y 
20 residuos. Utilizando PNAs a 20 !-1M se ha logrado una disminución de la 
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expresión de los genes EhSrp54, EhErd2, EhSec61 y EhRab8, cuando los 
PNAs estaban dirigidos contra los primeros 17 nucleótidos codificantes del 
ARNm (Olvera A, tesis de maestría 1999; Saralegui A, tesis de maestría 2002; 
Stock 2001 ). 

Como se presenta en esta introducción, hasta este momento se han 
realizado todo tipo de estudios con los PNAs, desde la caracterización 
fisicoquímica hasta modelos in vivo, pero siempre de una manera aislada. De 
aquí la relevancia de este trabajo, en el cual se presenta un estudio a todos los 
niveles posibles, el cual nos permitió evaluar y determinar las consideraciones 
de uso de los PNAs como agentes supresores de la expresión génica en el 
parásito Entamoeba histolytica. 
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Objetivos 

Objetivo general 

Evaluar la eficiencia de hibridación/bloqueo traduccional de ácidos 
péptido nucleicos específicos para la expresión del gen Sec61 de E. histolytic8, 
con el fin de establecer las condiciones de uso de éstos como agentes 
supresores de la expresión génica en este parásito. 

Objetivos particulares 

Llevar a cabo la síntesis química de PNAs que correspondan a las 
secuencias de bases nitrogenadas blanco para el bloqueo antisentido del gen 
Sec61 de E. histolytic8. 

Purificar y caracterizar los PNAs sintetizados. 
Realizar un estudio sistemático de la permabilidad celular hacia PNAs en 

términos de: longitud, composlclon (purina:pirimida) y modificaciones 
covalentes con grupos acarreadores o señales de localización nuclear 
descritas. 

Clonar, expresar y purificar la proteína recombinante de la subunidad ex 
del proteasoma de Eh. 

Producir anticuerpos policlonales contra la proteína recombinante de la 
subunidad ex del proteasoma. 

Evaluar el efecto antisentido de los PNAs para Sec61, a nivel de 
proteína en células en cultivo. 

vitro. 

Evaluar el fenotipo de Eh ocasionado por el tratamiento con PNAs. 
Evaluar el efecto antisentido de los PNAs para Sec61 en la traducción in 

Evaluar la cinética de hibridación de los PNAs con oligos de Sec61 
mediante estudios de Biacore, así como la estabilidad de los híbridos en 
solución (Tm). 

Evaluar el efecto de los PNAs antisentido para Sec61 sobre la formación 
de abscesos hepáticos por Eh en estudios in vivo en hámsters. 
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Materiales y Métodos 

Elección de las secuencias de los PNAs. 

Las secuencias de los PNAs antisentido sintetizados se eligieron con base 
en los siguientes criterios: 

Cubrir el inicio de traducción. 
No hibridar con ningún otro gene o secuencia de Eh reportado en el 
GenBank (esto se determinó utilizando el programa BLAST). 
Tener una longitud de entre 17 y 20 residuos. 
No contener más de seis purinas por cada diez residuos. 
No presentar cuatro residuos G adyacentes. 
Si el PNA era capaz de autohibridar, los híbridos no debían contener 
más de 4 enlaces A-T y no más de tres enlaces cuando uno de éstos 
era G-C. 

En el caso de los PNAs scrambled, la composición de bases nitrogenadas 
fue la misma que en los antisentido, cambiando solamente la secuencia. 
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Síntesis de PNA. 

Síntesis básica. La síntesis se realizó en fase sólida según un protocolo 
publicado previamente (Hyrup et al., 1996). Se utilizó resina MBHA (Novabiochem) 
sin grupo protector y monómeros-tBoc (PerSeptive). Los reactivos utilizados para 
la síntesis fueron adquiridos de las firmas comerciales Fluka, Sigma, PerSeptive, 
Burdick and Jackson y Merck. 

La resina se preparó para la síntesis lavándola dos veces con DCM, dos 
veces con NMP y una vez con DMF:Piridina (95:5) en matraces de Merrifield 
modificados. Posteriormente, la resina se dejó reaccionar, durante 1 h a 40 oC y 
agitación constante, con la solución del monómero (5 equivalentes de monómero, 
4.5 equivalentes de HATU, suficiente NMP para obtener una concentración final 
de monómero de 0.1 M, 5 equivalentes de DIPEA y 7.5 equivalentes de Sim
Collidina). Una vez terminado el acoplamiento, se descartó el monómero que no 
hubiese reaccionado con dos lavados de NMP y se acetilaron todos los grupos 
amino que no reaccionaron con una solución de Anhídrida Acética:Collidina:DMF 
(5:6:89) durante 5 min a 40 oC y agitación constante. A continuación, la acetilación 
se inactivó lavando la resina una vez con DMF:Piperidina (95:5) durante 2 mino 
Como último paso, la resina se lavó tres veces con NMP. Para acoplar el siguiente 
monómero, la resina se desprotegió con dos lavados de TFAmCresol (95:5) 
durante 3 min y agitación. En seguida, la resina se neutralizó mediante tres 
lavados con NMP y uno con DMF:Piridina (95:5), para posteriormente mezclarla 
con la solución del siguiente monómero y llevar a cabo los pasos subsecuentes 
antes mencionados. Para obtener el PNA con la secuencia deseada se llevaron a 
cabo ciclos de estos pasos, adicionando en cada ciclo el monómero 
correspondiente a la secuencia de PNA propuesta (Figura 11). 

Una vez terminada la síntesis del PNA, éste se separó de la resina. La 
resina con el PNA se lavó dos veces con DCM y dos veces con TFA, 
posteriormente, ésta se trató con TFA:TFMSA:mCresol (8:2: 1) por dos horas a 
temperatura ambiente y agitación constante. A continuación, la solución resultante 
se precipitó en siete volúmenes de éter dietílico frío en agitación. Esta solución se 
centrifugó a 4000 rpms por 10 min y el sobrenadante se descartó. El precipitado 
se resuspendió en el mismo volumen de éter frío y se volvió a centrifugar de la 
misma manera. El sobrenadante se descartó y el éter remanente se evaporó con 
N2. 
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1 5. Capping 
6. Lavado 

1 7. Ruptura de la resina (TFMSA) 

Resina ~'----~ pNH2 

Materiales y Métodos 

Figura 11. Representación esquemática de la síntesis de PNA en fase sólida. Química tboc. 

Derivatizaciones. Acoplamientos directos. Las modificaciones con los 
ácidos grasos hexanoico, decanoico, mirístico, palmítico, cólico y colesterol 
hemisuccinato, se realizaron en el extremo amino terminal del PNA (Tabla 1). 

Para todos los casos, la resina se dejó reaccionar, durante 1 h a 40 oC y 
agitación constante, con la solución del ácido graso (5 equivalentes de monómero, 
4.5 equivalentes de HATU, suficiente NMP para obtener una concentración final 
del ácido graso de 0.1 M, 5 equivalentes de DIPEA y 7.5 equivalentes de Sim
Collidina). 

Acoplamientos con el espaciador reducible. El espaciador Cys-Cys-1,2-
diaminoetano fue amablemente proporcionado por Enrico Millo (Millo, 2002). 

El espaciador cistina-1 ,2-diaminoetano se acopló al amino terminal del PNA 
(Tabla 1). Una vez que se sintetizó el conjugado PNA-C-C-1,2-diaminoetano, el 
material se dividió en tres partes iguales. Una parte no se modificó (PNA-C-C-1 ,2-
diaminoetano). Otra parte se modificó con el ácido mirístico, utilizando las mismas 
condiciones que en el acoplamiento directo (PNA-C-C-1 ,2-diaminoetano-miristato). 
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La parte restante se modificó con el péptido penetrina (PNA-C-C-1,2-
diam inoetano-Penetrina). 

La síntesis de la fracción peptídica del conjugado PNA-C-C-1,2-
diaminoetano-penetrina, se realizó utilizando la química fmoc. 

La resina se dejó reaccionar durante 1 h a 40 oC y agitación constante, con 
la solución del aminoácido (5 equivalentes del aminoácido, 4.5 equivalentes de 
HATU, suficiente NMP para obtener una concentración final del aminoácido de 0.2 
M, 5 equivalentes de OIPEA y 7.5 equivalentes de Sim-Collidina). Una vez 
terminado el acoplamiento, se descartó el aminoácido que no hubiese reaccionado 
con tres lavados de NMP y se acetilaron todos los grupos amino que no 
reaccionaron con una solución de Anhídrida Acética:Collidina:OMF (5:6:89) 
durante 5 m in a 40 oC y agitación constante. La resina se lavó tres veces con 
NMP. Para acoplar el siguiente aminoácido, la resina se desprotegió con un 
lavado de Piperidina:OMF (2:8) durante 20 min a 40 oC y agitación y se lavó tres 
veces con NMP. Se utilizaron O-aminoácidos (novabiochem). La secuencia del 
péptido de penetrina es NH2-RQIKIWFQNRRMKWKK-COOH. 
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Purificación y caracterización de los PNAs. 

La purificación y caracterización de los PNAs fue mediante cromatografia 
liquida de alta presión (HPLC), utilizando columnas de Fase Reversa C,a, 
acoplada a espectroscopia de masas (EM). La exactitud de la masa determinada 
es de ± 1 uma (Scarfi el al. , 1997). Los PNAs utilizados tuvieron una pureza 
minima del 95%. 
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Secuencias de los PNAs sintetizados. 

La secuencia de los PNAs sintetizados se muestra en la Tabla 1. 

Tabla 1. Secuencia y modificaciones de los PNAs sintetizados. Linker: 1,2-diaminoetano. 

EhSa. 
Antisentido 

Scrambled 
Antisentido 

Scrambled 
Antisentido 

Scrambled 
Antisentido 

Scrambled 
Antisentido 

Scrambled 
Antisentido 

Scrambled 
Antisentido 

Scrambled 
Antisentido 

Scrambled 
Antisentido 

Scrambled 
Antisentido 

Scrambled 

EhS2 
Antisentido 

Scrambled 
Antisentido 

EhSec61a. 
Antisentido 

Scrambled 
Antisentido 

Scrambled 
Antisentido 

Scrambled 
Antisentido 

Scrambled 
Antisentido 

CONH2-AATACTGAIIIIIACTTTTG-Biotina-NH2 

CONH2-AA TGA TACTT A TTTTTGTCT-Biotina-NH2 

CONH2-AATACTGAIIIIIACTTTTG-Colesterol-NH2 

CONH2-AA TGA TACTTATTTTTGTCT-Colesterol-NH2 

CONH2-AATACTGAIIIIIACTT-Colesterol-NH2 

CON H2-AA TGA T ACTT A TTTTTG-Colesterol-N H2 

CON H2-Biotina-K-AA TACTGA TTTTT ACTT -NH2 

CONH2-Biotina-K-AATGATACTTA 11 11 1 G-NH2 

CONH2-Biotina-K-AA TACTGA 1 1 1 1 1 ACTT-Acido Cólico-NH 2 

CONH2-Biotina-K-AATGATACTTA 11 11 1 G-Acido Cólico-NH2 

CONH2-Biotina-K-AA TACTGA TTTTTACTT-Miristato-NH2 

CON H2-Biotina-K-AA TGA TACTT A TTTTTG-Miristato-N H2 

CON H2-Biotina-K-AATACTGATTTTTACTT-Palmitato-N H2 

CONH2-Biotina-K-AA TGA TACTT A TTTTTG-Palmitato-NH2 

CONH2-Biotina-K-AA TACTGA TTTTTACTT-NH2 

CON H2-Biotina-K-AATGATACTTATTTTTG-N H2 

CONH2-AATACTGATTTTTACTT-NH2 

CON H2-AA TGA TACTT ATTTTTG-NH2 

CON H2- Biotina-K-AA T ACTGA TTTTTACTT -Cisteí na-N H2 

CONH2-Biotina-K-AA TGATACTT A TTTTTG-Cisteína-N H2 

CONH2-ATCA TTTTGTGGACAGC-Biotina-NH2 

CONH2- TCAGGACTCAA TGGTTT-Biotina-NH2 

CON HrBiotina-K-A TCA TTTTGTGGACAGC-Cisteí na-NH2 

CONH2-Biotina-K-TACCCTCACAAAAAGTT -NH2 

CON H2-Biotina-K-CCA TTCACACAGATATA-NH2 

CON H2-Biotina-K-T ACCCTCACAAAAAGTT -Miristato-NH 2 

CONH2-Biotina-K-CCA TTCACACAGATATA-Miristato-NH2 

CONH2-TACCCTCACAAAAAGTT- Miristato-NH2 

CONH2-CCATTCACACAGATATA- Miristato-NH2 

CONH2- TACCCTCACAAAAAGTT-K- Miristato-NH2 

CON H2-CCA TTCACACAGA T A T A-K- Miristato-NH2 

CONHr TACCCTCACAAAAAGTT-K-Haxanoato-NH2 
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Antisentido 
Scrambled 
Antisentido 
Scrambled 

------ -----------

Materiales y Métodos 

CON H2-CCA TTCACACAGA T A TA-K-Decanoato-NH2 

CON H2- TACCCTCACAAAAAGTT-(Cys h-Linker-Miristato-NH2 

CON HrCCA TTCACACAGA TA TA-(Cys h-Linker-Miristato-NH2 

CON H2- TACCCTCACAAAAAGTT-(Cys h-Linker-Penetrina-N H2 

CON HrCCA TTCACACAGA T A TA-(Cysh-Linker-Penetrina-N H2 
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Secuencia de los genes blancos y sitio de hibridación de los PNAs. 

En la figura 12 se muestra la región 5', a partir del ATG, de los genes 
EhSec61, EhSa y EhS2 y el sitio de hibridación de los distintos PNAs antisentido. 

ATGAGTCGTC CAACTAGTAA AACACCTGTC .GAAATTAATG AAGATGATCA 
ATTAAAAGAA GAGATTGAAC TTCTAGTCAA ACGTATTCAA GACCCAAACA 
TTGAAATATC AACTAGTGCT ATTGAGTTAT TGCGTAAAAC ATTAAGGGGA 
GATAACACAT CTTCTTCAAC AACACTACCT AAAACAACAA AATT¡ 

ATGGGAGTGT TT1TCAATGT CATTAGACCA ATTGTTAGTC TTATTCCAAC 
AATCAATGAA CCAACTAAAA AGATTGGATT TAAAGAAAAA TTGATGTGGA 
CAGGAATCAC ATTATTAGTG TTTCTTGTTT GTAGTCAAAT TCCATTAATT 
GGAACAGACA TTGTAGGAAA TGATCCATTT TATTGGATGC GTTTAGTTAT¡ 
ATGTTTATGA CTAAAAATGA AAACGATCAT GGTGTTAATA CCTTTTCATC 
TGAAGGAAGA TTGTTCCAAG TTGAGTATGC TACAGAAGCA ATGAAATTAG 
GATCAACCGT TATTGGTATT CAAACAAAAG AAGGTGTTGT CCTTGCTGTA 
GAAAAACGAA TTTCATCACC ATTAATGCTT! 

Figura 12. Región 5' de los genes EhS2 (arriba), EhSec61 (medio) y EhSa (abajo). En 
subrayado se muestra la posición en la que hibridan los PNAs antisentido para cada uno de 
los genes. 
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Células. 

Entamoeba histolytiea. Se utilizaron trofozoítos de E. hisfolytica de la cepa 
HK9 y HM1 : IMSS, los cuales se cultivaron axénicamente en medio BI-S-33 a 
37 oC (Diamond, 1978). 

E. eoli. Se utilizaron células de E. coli de la cepa XL 1 Blue (Stratagene) 
para transformación por el método del CaCI2 (Morrison, 1979). Estas se cultivaron 
en medio LB con 20 ¡.tg/ml de carbenicilina y 80 ¡.tg/ml de meticilina a 37 oC . Los 
cultivos se cuantificaron midiendo densidad óptica a 600 nm. 
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Proteínas recombinantes. 

Clonación. Los fragmentos codificantes de los genes EhSa y EhS2 se 
amplificaron, por separado, utilizando 250 IlM de desoxinucleótidos, 20 pmoles de 
cada oligonucleótido cebador (EhSa: Sentido 5'-CCCGGATCC TTT AGT ACT 
AAA AAT GAA AA-3' Y Antisentido 5'-CCCAAGCTI TIA AAT TAA TTC TIC TTI 
G-3'; EhS2: Sentido 5'-CCCAGATCT AGT CGT CCA ACT AGT AA-3' Y 
Antisentido 5'-GGGGCCGGG CTA GTI ATG CTT AAC TAA-3', según el caso), 1 
U de Taq ADN polimerasa (Roche), 70 ng de ADN genómico de amiba y buffer de 
reacción (50 mM KCI, 1.5 mM MgCb, 10 mM Tris-HCI, pH 8.3), en un volumen final 
de 50 1lL. La amplificación se realizó mediante 30 ciclos (EhSa: desnaturalización 
1 min a 94 oC, hibridación 1 min a 44 oC y extensión 2 min a 72 oC; EhS2: 
desnaturalización 70 seg a 94 oC, hibridación 80 seg a 40 oC y extensión 1 min a 
72 OC) en un termociclador GeneAmp PCR system 9600 Perkin Elmer Cetus. Los 
productos amplificados se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 % 
sumergidos en buffer TAE (Tris-HCI40 mM, ácido acético 30 mM, EDTA 1 mM, pH 
7) con 0.5 Ilg/ml de bromuro de etidio, durante tiempos variables a 100 V, voltaje 
constante. La visualización y registro de los productos se realizaron en un 
transiluminador UV y fotografía Polaroid. Los fragmentos se escindieron del gel y 
se purificaron por adsorción a sílica-gel usando el QIAquick Gel Extraction Kit 
(QIAGEN), siguiendo el protocolo del fabricante. Posteriormente, se repararon y 
fosforilaron con una mezcla de 100 j.JM ATP, 250 j.JM de desoxinucleótidos, 10 U 
de polinucleótido quinasa (Roche) y 2 U de Klenow (Roche) y buffer de reacción, 
en un volumen final de 50 IlL a 37 oC por 40 mino 

Estos fragmentos fueron clonados en romo en el plásm ido de 
secuenciación pBSSK linearizado con Sma I y defosforilado. Se incubaron 40 ng 
de vector linearizado, 44 ng de EhSa o 40 ng de EhS2 , 2 U de T4 ADN ligasa 
(Roche) y buffer de reacción, en un volumen final de 15 j.JL toda la noche a 16 oC. 

Esta ligación fue utilizada para transformar E. colí XL 1 Blue competentes. 
La transformación se realizó según el método del choque térmico (Hanahan, 
1983). Se mezclaron 100 IlL de células competentes con 10 IlL de reacción de 
ligación (20 ng de ADN) y se incubaron en hielo durante 30 mino La mezcla se 
sometió a un choque térmico de 90 seg a 37 oC y se pasó a hielo por 5 mino Las 
células se recuperaron en medio SOC durante una hora a 37 oC y se sembraron 
en LB-agar con el antibiótico adecuado. 

Los plásmidos pBSSK-EhSa y pBSSK-EhS2 fueron aislados y purificados 
por el método de la lisis alcalina, usando el Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit 
(BIO-RAD). Estos se caracterizaron mediante un análisis de restricción . y 
secuenciación. La secuenciación de los fragmentos de ADN se llevó a cabo en el 
Servicio de Secuenciación Fluorescente Automatizada del IBT, por el método de 
Taq FS Dye Terminator Cycle Sequencing (Fluorescence-Based Sequencing), yel 
equipo utilizado fue un secuenciador modelo 377-18 marca Perkin Elmer/Applied 
Biosystems. 
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Expresión. Una vez que se confirmó la secuencia de los fragmentos, se 
prosiguió a subclonarlos en el vector de expresión bacteriana, pQE30. El 
fragmento EhSa se liberó del plásmido pBSSK utilizando las enzimas BamHI y 
Hind 111, las cuales también se utilizaron para linearizar el vector pQE30. El 
fragmento EhS2 se liberó utilizando las enzimas Smal y Bgl 11, linearizando el 
vector con Smal y BamH 1. La mezcla de ligación fue: 50 ng de vector, 100 ng de 
fragmento, 2 U de T4 AON ligasa y buffer de reacción. La ligación se realizó en un 
volumen final de 15 IJL e incubando a 16 oC toda la noche. Para determinar qué 
colonias tenían el inserto se hizo un mapa de restricción de los plásmidos 
obtenidos. 

Tanto EhSa como EhS2, se expresaron inoculando tres mililitros de cultivo 
con antibiótico con 3 IJL del cultivo almacenado en glicerol (E. coli XL 1 Blue 
pQE30-EhSa ó pQE30-EhS2) e incubando a 37 oC toda la noche con agitación. 
100 m L de medio fueron inoculados con 1 m L del precultivo y se dejaron crecer 
hasta alcanzar una 00600 de 0.6. Posteriormente se indujo por 3 h con 1 mM 
isopropil-~-O-tiogalactósido (IPTG). Una vez finalizado el tiempo de inducción las 
células se transfirieron a dos tubos cónicos de 50 mL y se centrifugaron 5 min a 
3000 rpms. El sobrenadante se descartó y la pastilla bacteriana se resuspendió en 
10 mL de buffer de lisis (8 M urea, 100 mM Tris-HCI, 10 mM NaH2P04, 10 mM 
imidazol, pH 8) Y se dio un vórtex suave por 2 mino Finalmente ellisado se clarificó 
centrifugando 15 min a 10000 rpms y filtrando por 0.2 IJm. 

Purificación. Las proteínas, EhSa y EhS2, se purificaron por medio de 
cromatografía de afinidad a metales. La purificación de proteínas producidas a 
partir del vector pQE30 se realizó siguiendo el procedimiento indicado por el 
fabricante (The QIAexpressionist, 1997). 

El grado de pureza de la proteína purificada fue determinado por SDS
PAGE (Laemmli, 1970). Los geles se migraron en buffer de tanque (25 mM Tris, 
19 mM glicina, 0.1 % SOS, pH 8.6). El porcentaje de acrilamida del buffer del gel 
separador (1.5 M Tris, 0.4 % SOS, pH 8.8) varió de 10 a 15 %, el cual se preparó a 
partir de una solución stock de acrilamida (30 % Acrilamida, 0.8 % bis-acrilamida). 
Las muestras proteicas se disolvieron en buffer de carga para SOS-PAGE (10% 
glicerol, 2.5 % SOS, 50 mM Tris pH 6.8, 5 % ~-ME , 0.002 % azul de bromofenol) y 
se hirvieron por 5 mino Las electroforesis se llevaron a cabo en cámaras 
MiniProtean 111 de BioRad. 

Por último, las proteínas se dializaron contra 100 volúmenes de PBS y 
cuantificaron por Abs280 (1 U de Abs280 equivale a 1 mg/ml de proteína). 
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Producción de anticuerpos policlonales. 

Para la producción de anticuerpos específicos contra las sub unidades del 
proteasoma, EhSa. y EhS2, se siguieron los esquemas de inmunización que se 
muestran en las tablas 2 y 3. Antes de iniciar los esquemas de inmunización se 
obtuvo suero de los conejos, el cual se utilizó como control de la respuesta contra 
los inmunógenos. Se utilizaron dos conejos New Zeland White por inmunógeno. 
Como inmunógeno se utilizaron las proteínas recombinantes puras. 

Tabla 2. Esquema de inmunización para la producción de anticuerpos policlonales 
específicos contra EhSa en conejo. 

Ola post-inmunización Dosis Sangría 

f ' 
8 
14 
21 
29 
36 
56 
63 
70",,<, 

[Tipo de adyuvante] 
", 100 pg~: Completo de Freulld 

100 pg.lncompletó de Freund 
100 pg. Incompleto de Freund 

, 100 pg. Incompleto de Freund 
1,90 pg;' lncompleto de,Freund 

250 pg. Incompleto de Freund 

Primera sangría 

Segunda sangría 

Tercera sangría 

Tabla 3. Esquema de inmunización para la producción de anticuerpos policlonales 
específicos contra EhS2 en conejo. 

Ola post-inmunización Dosis Sangria 
[Tipo de adyuvante] 

1 ' 100 pg. Completo de Freund ',l';, 

8 ' ,·, tOO pg/ lncompleto de Freund 

15 100 pg. Incompleto de Freund 
21 Primera sangría 
29 , 100 pg. Incompleto de Freund 
36 Segunda sangrfa 
56 100 pg. Incompleto de Freund 
63 Tercera sangría 
70 100 pg. Incompleto de Freund 

Xl Cuarta sangría 
84 1 OO '~g . lncompleto de Freund 
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La valoración de los títulos de los anticuerpos a partir de los sueros se llevó 
a cabo por la técnica de Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima (E LISA, 
Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay). 

Se sensibilizaron placas de poliestireno (NUNC) de 96 pozos con 1 00 ~L de 
una solución 5 ~g/mL de EhSa o EhS2 en buffer carbonato de sodio 0.1 M pH 9.5. 
Esta solución se adicionó a todos los pozos menos a la columna 12 y se incubó 
durante toda la noche a 4 oC . Al día siguiente se lavaron los pozos 3 veces con 
200 ~Llpozo de solución de lavado (50 mM Tris/HCI pH 8, 150 mM NaCI, 0.05 % 
Tween 20). Los sitios de adsorción restantes se bloquearon con 150 ~L de 
solución de bloqueo (50 mM Tris/HCI pH 8, 0.5 % Gelatina, 0.2 % Tween 20) 
durante 2 h a temperatura ambiente. Se hicieron diluciones seriadas de los sueros 
con una dilución inicial de 1: 1 O en buffer de reacción. En cada pozo se adicionaron 
1 00 ~L de la solución de reacción (50 mM Tris/HCI pH 8, 500 mM NaCI, 0.1 mg/ml 
Gelatina, 0.05 % Tween 20) y se mezclaron con 50 ~Llpozo de la dilución del 
suero para hacer las diluciones seriadas hasta la columna 10, dejando la 11 y 12 
como controles. Se incubó por 1 h a temperatura ambiente. La placa se lavó. Se 
adicionaron 1 00 ~Llpozo del segundo anticuerpo (anticonejo, Zymed) conjugado a 
la enzima peroxidasa (HRP), diluído 1 :2500 en buffer de reacción y se incubó 1 h 
a temperatura ambiente. Se hizo otro lavado. La reacción se reveló con 100 
~Llpozo de sustrato ABTS (Boehringer) y peróxido de hidrógeno, el cual se dejó 
incubando 10 min a temperatura ambiente. La reacción se detuvo con 25 ~Llpozo 
de ácido fluorhídrico (50 %). La absorbancia fue registrada a 405 nm en un lector 
de microplacas de ELlSA BIO-RAD 550. Para determinar los títulos de las lecturas 
obtenidas, éstas se trataron estadísticamente con el programa GraphPad Prism 
(versión 2). Para el ajuste se utilizó la subrutina para ajuste no lineal de curvas 
sigmoides. 

Los anticuerpos policlonales del suero hiperinmune se enriquecieron 
mediante una precipitación con sulfato de amonio (Research Organics), a una 
concentración final de 50 %. El precipitado se resuspendió en un volumen de PBS 
y se dializó contra el mismo buffer utilizando membranas de 12,000-14,000 Da de 
exclusión molecular. 
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Purificación de anticuerpos policlonales. 

La purificación de los anticuerpos se realizó por cromatografía de afinidad. 
Para el caso de los antiicuerpos anti-EhSa, se utilizó Sefarosa activada con 
bromuro de cianógeno como resina (Sigma). Se pesaron 0.35 g de resina y se 
hincharon en 1 mM HCI por 15 mino Posteriormente la resina se filtró, lavó con la 
misma solución y se secó. La resina se mezcló con la solución de la proteína 
recombinante EhSa (buffer 0.1 M Bicarbonato de Sodio, 150 mM NaCI pH 8) Y se 
dejó reaccionar toda la noche a temperatura ambiente con agitación. La cantidad 
de proteína unida a la resina se determinó por absorbancia a 280 nm, comparando 
la lectura del sobrenadante antes y después del acoplamiento. Una vez preparada 
la resina se empacó en una columna y se equilibró con 5 volúmenes de 0.1 M Tris
HCI pH 8. En seguida se recircularon tres veces los anticuerpos por la columna. 
Se hizo un primer lavado con 5 volúmenes de 0.1 M Tris-HCI pH 8 Y luego con 5 
volúmenes de 0.1 M Tris-HCI, 500 mM NaCI pH 8. Por último, los anticuerpos se 
eluyeron con 0.1 M ácido acético y se colectaron en fracciones de 500 j.JL, las 
cuales se mezclaron inmediatamente con 1 mL de 1 M Tris-HCI pH 8. 

La purificación por cromatografía de afinidad de los anticuerpos anti-S2, se 
realizó utilizando Thiopropyl-Sefarosa 6B como resina (Pharmacia) . Se pesaron 
0.35 g de resina y se hincharon en PBS por 15 mino Posteriormente la resina se 
filtró, lavó con la misma solución y se secó. La resina se mezcló con la solución de 
la proteína recombinante EhS2 (buffer 6 M urea, 1 mM EDTA en PBS) y se dejó 
reaccionar toda la noche a temperatura ambiente con agitación. La cantidad de 
proteína unida a la resina se determinó por absorbancia a 280 nm, comparando la 
lectura del sobrenadante antes y después del acoplamiento. Una vez preparada la 
resina se empacó en una columna y se equilibró con 5 volúmenes de 6 M urea, 1 
mM EDTA en PBS. En seguida se recircularon tres veces los anticuerpos por la 
columna. Se hizo un primer lavado con 5 volúmenes de 0.1 M Tris-HCI pH 8 Y 
luego con 5 volúmenes de 0.1 M Tris-HCI, 500 mM NaCI pH 8. Por último, los 
anticuerpos se eluyeron con 0.1 M ácido acético y se colectaron en fracciones de 
500 j.JL, las cuales se mezclaron inmediatamente con 1 mL de 1 M Tris-HCI pH 8. 
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Caracterización de los anticuerpos policlonales. 

La especificidad de los anticuerpos purificados se evaluó mediante Western 
blot cualitativo. En geles de acrilamida se cargó el lisado total equivalente a 
100,000, 50,000 Y 25,000 amibas, como control se utilizaron 100 ng de la proteína 
recombinante. Los lisados totales de trofozoítos de E. histolytica se prepararon 
mediante lisis en buffer de carga (10 % glicerol, 2.5 % SOS, 50 mM Tris pH 6.8, 5 
% ~-ME , 0.002 % azul de bromofenol) conteniendo 2.5 mM de PMSF y 500 ~M de 
E64 (Roche) y ebullición a 100 oC, durante 10 mino 

Western blot cualitativo. Finalizada la electroforesis, los geles se 
sumergieron durante 5 minutos en el buffer de transferencia (39 mM glicina, 48 
mM Tris-Base, 0.037 % SOS Y 20 % metanol). La membrana de nitrocelulosa (Bio
Rad) se equilibró 10 min en el buffer de transferencia. Se montó el sandwich de tal 
forma que el gel y la membrana quedaran entre seis papeles filtro Whatman #1 y 
la membrana hacia el ánodo. Se transfirió durante 1 hora a 400 mA, corriente 
constante, en una cámara de electrotransferencia semi-seca HEP-1 (OWL). Una 
vez transferidas las proteínas a la membrana, ésta se bloqueó 2 horas a 
temperatura ambiente en agitación, con una solución 5 % de leche descremada en 
polvofTBST (10 mM Tris HCI pH 7, 150 mM NaCI, 0.05 % Tween 20) La detección 
se llevó a cabo con 2 ~g/mL de anticuerpo específico en 0.1 % leche en 
polvofTBST por 1 h a temperatura ambiente y agitación. El anticuerpo que no 
hubiese reaccionado se descartó con tres lavados de TBST de 10 min cada uno. 
La membrana se incubó 1 h a temperatura ambiente y agitación con el segundo 
anticuerpo (cabra anti-conejo conjugado a fosfatasa alcalina) (ZYMEO) diluído 
1 :2500 en 0.1 % leche en polvofTBST. Por último, la membrana se lavó 3 veces 
durante 10 min y se reveló la reacción con NBT/BCIP en buffer de reacción (100 
mM Tris HCI pH 9.5, 100 mM NaCI y 10 mM MgCI). El revelado se detuvo con 5 
mM EOTA. 
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Inmunocitolocalización. 

Trofozoítos de E. histolytica fueron incubados sobre cubreobjetos durante 2 
h a 37 oC en una cámara anaeróbica. Posteriormente, se fijaron durante 30 min a 
37 oC en una solución 4% paraformaldehído/PBS. Después de 3 lavados con PBS, 
las células se permeabilizaron con una solución al 0.2 % Tritón X-100/PBS durante 
10 min y se bloquearon durante 1 h en una solución 5 % leche descremada 
(Nestlé)/PBS. Se incubó 1 h con el primer anticuerpo (anti-EhSa, anti-EhS2, anti
EhSec61 o anti-Ehamibaporo) en PBS a una concentración final de anticuerpo de 
5 1l9/mL. Se aspiró la solución y se lavó 3 veces (10 minutos cada vez) con PBS. 
Posteriormente se incubó 1 h con un anticuerpo anti-conejo acoplado al fluoróforo 
Alexa 488 (o Alexa 568), diluído 1:1000 en PBS. Se aspiró la solución y se lavó 3 
veces con PBS. En los casos en que se tiñeron núcleos, la muestra se incubó con 
RNAsa A libre de DNAsa (100 !-I9/ml) durante 20 min y después 5 min con 2 1l9/mL 
de loduro de Propidio en PBS. Como último paso las muestras se montaron sobre 
un portaobjeto en el medio de montaje VectaShield (Vecta Laboratories). Las 
preparaciones fueron visualizadas en un microscopio confocal Bio-Rad MRC 600 y 
en un Nikon E600 equipado para epifluorescencia. 
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Anticuerpos anti-Sec61, anti-CP5 y anti-amibaporo. 

Los anticuerpos contra Sec61 , CPS y Amibaporo, fueron amablemente 
proporcionados por la Dra. Rosana Sánchez, el M. en C. Andres Saralegui y 
Augusto López, respectivamente. 
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Materiales y Métodos 

Ensayos de permeabilidad de los PNAs. 

Trofozoítos expuestos a PNA (PNAs derivatizados con biotina) y sin tratar 
fueron adheridos a cubreobjetos durante 2 h a 37 oC en una cámara anaeróbica. 
Posteriormente, se fijaron durante 30 min a 37 oC en una solución 4% 
paraformaldehído/PBS. Después de 3 lavados con PBS, las células se 
permeabilizaron con una solución al 0.2 % Tritón X-100/PBS, durante 10 min y se 
bloquearon durante 1 h en una solución 5 % leche descremada (Nestlé)/PBS. Se 
incubaron 1 h con estreptavidina-Alexa 488 en PBS a una concentración final de 1 
~g/mL. Se aspiró la solución y se lavó 3 veces con PBS. En los casos en que se 
tiñeron núcleos, la muestra se incubó 5 min con 2 ~g/mL de loduro de Propidio en 
PBS tras tratar con RNAsa. Por último las muestras se montaron sobre un 
portaobjeto en el medio de montaje Vecta Shield. Las preparaciones fueron 
visualizadas en un microscopio confocal Bio-Rad MRC 600. 
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Ensayos de la proliferación de trofozoítos. 

Para los ensayos de proliferación se utilizaron inóculos de 10,000 amibas 
por 5 mL de medio Bi-S. Se partió de un cultivo con aproximadamente 1,000,000 
(en 10 mL) de amibas que se centrifugó por 5 min a 2 000 rpm y se resuspendió 
en 1 mL de medio. Las amibas se contaron al microscopio y se determinó el 
volumen necesario para tomar 10,000 amibas, el cual se adicionó a un tubo y se 
aforó a 5 mL con medio. 

Una vez que se tuvieron los tubos con el inóculo deseado se les adicionó la 
dosis de PNA deseada (1, 2, 5, 10 Y 20 IJM) de antisentido así como de scrambled. 
Cada dosis fue ensayada por triplicado. Terminado el tiempo de tratamiento, las 
amibas se pasaron a un tubo cónico de 15 mL, se lavaron una vez con 5 mL de 
PBS frío y se centifugaron por 5 min a 2,000 rpm. El sobrenadante se eliminó y las 
células se resuspendieron en 500 IJL de PBS frío. Se tomaron 20 IlL y se 
mezclaron con 20 IlL de Trypan Blue para contar en un hemocitómetro aquellas 
células que fueran impermeables al colorante (células viables). En todos los 
ensayos la viabilidad de las células fue de más del 95 %. 
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Medición de los niveles de proteína de trofozoítos. 

Después de contar las amibas (Proliferación), éstas se resuspendieron en 
PBS frío a una densidad de 2x106 células/mL, se mezclaban con un volumen igual 
de buffer de lisis 2x (10 % Glicerol, 2.5 % SOS, 50 mM Tris HCI pH 6.8, 0.5 mM 
E64, 5 mM PMSF) y se lisaron por agitación en vórtex durante 30 seg. 

Medición de proteína (S CA). Se uti lizó el método del ácido bicinconínico 
por medio del Micro BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce). En cada ensayo se 
realizó una curva de calibración con concentraciones conocidas de albúmina 
sérica bovina. Las muestras se normal izaron por cantidad de proteína con buffer 
de lisis 1 X para los Western blots cuantitativos. 

Western blot cuantitativo. Finalizada la electroforesis, los geles se 
sumergieron durante 5 min en el buffer de transferencia (10 mM CAPS, 10 % 
metanol, pH 11). La membrana de difluoruro de polivinilo (Immobilon P, Millipore) 
se sumergió durante 5 min en metanol absoluto y luego se equilibró 10 min en el 
buffer de transferencia . Se montó el sandwich de tal forma que el gel y la 
membrana quedaran entre 2 papeles filtro Whatman #1 y la membrana hacia el 
ánodo. Se transfirió en inmersión durante 2 h con agitación a 40 V, voltaje 
constante, en una cámara de electrotransferencia de inmersión (Hoeffer Scientific). 
Una vez transferidas las proteínas a la membrana, ésta se bloqueó con 5 % leche 
en polvolTBST(10 mM Tris HCI pH 7, 150 mM NaCI, 0.05 % Tween 20) por 2 h a 
temperatura ambiente y agitación. La detección se llevó a cabo con 2 Ilg/mL de 
anticuerpo específico en 0.1 % leche en polvo/TBST, por 1 h en agitación. El 
anticuerpo que no hubiese reaccionado se descartó con tres lavados de TBST de 
10 min cada uno. La membrana se incubó 1 h a temperatura ambiente en 
agitación con el segundo anticuerpo (cabra anti-conejo conjugado a fosfatasa 
alcalina) (ZYMED) diluído 1 :2500 en 0.1 % leche en polvolTBST. Por último, se 
lavó la membrana 3 veces durante 10 min y se reveló la reacción con NBT/BCIP 
en tampón de reacción (100 mM Tris HCI pH 9.5, 100 mM NaCI y 10 mM MgCI). El 
revelado se detuvo con 5 mM EDTA. Después que se reveló la membrana, se 
cuantificó la cantidad de Sec61 de cada muestra por densitometría utilizando el 
programa NIH Image 1.62. 
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Transcripción in vitro. 

Producción de transcritos de Sec61 para los ensayos de traducción in 
vitro. Para la producción de ARN, el gen de Sec61 se clonó en los plásmidos 
pBSSK, pCITE4a y pCITE4c. En todos los casos el plásmido se linearizó 
previamente a la transcripción, de tal manera que el gen se transcribiera por 
completo (Xba l-pBSSK, Pme l-pCITE4a y Pme l-pCITE4c). 

Clonación en pBSSK. El fragmento fue clonado en los sitios BamH I-Xba I 
en el plásmido pBSSK. Se incubaron 30 ng de vector linearizado, 60 ng de 
EhSec61 , 2 U de T4 ADN ligasa (Roche) y buffer de reacción, en un volumen final 
de 15IJL toda la noche a 16 oC. 

Clonación en pCITE4a. El fragmento fue clonado en los sitios BamH I-Nof I 
en el plásmido pCITE4a. Se incubaron 80 ng de vector linearizado, 25 ng de 
EhSec61 , 2 U de T4 ADN ligasa (Roche) y buffer de reacción, en un volumen final 
de 15 IJL toda la noche a 16 oC . 

Clonación en pCITE4c. El fragmento fue clonado en los sitios BamH I-Bgl 11 
en el plásmido pCITE4c. Se incubaron 45 ng de vector linearizado, 200 ng de 
EhSec61, 2 U de T4 ADN ligasa (Roche) y buffer de reacción, en un volumen final 
de 15 IJL toda la noche a 16 oC. 

Transcripción. La mezcla de transcripción fue la siguiente: 1 IJg de ADN 
linearizado, 20 U de T7 ARN pol imerasa, 1 mM de ribonucleótidos, 40 U de 
inhib idor de RNAsa y buffer de transcripción. Se incubó por 2 h a 37 oC. 
Posteriormente, la mezcla se incubó 15 min a 37 oC con 20 U de DNasa 1. El ARN 
fue extraído con un volumen de fenol :cloroformo :isoamílico (25 :24: 1) Y 
centrifugado a 14,000 rpms por 10 min a 4 oC ; seguido de una precipitación 
alcohólica, con tres volúmenes de etanol absoluto, y otra centrifugación a 14,000 
rpm durante 20 min, a 4 oC . La pastilla de ARN se lavó con 2 mL de etanol al 80 % 
Y se resuspendió en 15 IJL de agua tratada con 0.1 % dietilpirocarbonato. El ARN 
se caracterizó en un gel de agarosa al 1.5 % Y se cuantificó con RiboGreen 
(Molecular probes) siguiendo el protocolo del fabricante. 

Producción de transcritos biotinilados de Sec61 para los ensayos de 
cinética de hibridación en fase sólida (Biacore). Para la producción de ARN , el 
gen de Sec61 se clonó en el plásmido pBSSK, el cual se linearizó previamente a 
la transcripción con la enzima Bstx " de tal manera que se transcribieran sólo los 
primeros 250 nucléotidos. En este caso, la transcripción se llevó a cabo util izando 
una mezcla de ribonucléotidos que conten ía Biotina-16-UTP. 

Clonación en pBSSK. El fragmento fue clonado en los sitios BamH I-Xba I 
en el plásmido pBSSK. Se incubaron 30 ng de vector linearizado, 60 ng de 
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EhSec61, 2 U de T4 ADN ligasa (Roche) y buffer de reacción, en un volumen final 
de 15 IJL toda la noche a 16 oC. 

Transcripción. La mezcla de transcripción fue la siguiente: 1 IJg de ADN 
linearizado, 20 U de T7 ARN polimerasa, ribonucleótidos (1 mM ATP, 1 mM CTP, 
1 mM GTP, 0.65 mM UTP y 0.35 mM Biotina-16-UTP), 40 U de inhibidor de 
RNAsa y buffer de transcripción. Se incubó por 2 h a 37 oC. Posteriormente, la 
mezcla se incubó 15 min a 37 oC con 20 U de DNasa 1. El ARN fue extraído con un 
volumen de fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1) y centrifugado a 14,000 rpms por 
10 min a 4 oC; seguido de una precipitación alcohólica, con tres volúmenes de 
etanol absoluto, y otra centrifugación a 14,000 rpms durante 20 min a 4 oC . La 
pastilla de ARN se lavó con 2 mL de etanol al 80 % Y se resuspendió en 15 IJL de 
agua tratada con 0.1 % dietilpirocarbonato. El ARN se caracterizó en un gel de 
agarosa al 1.5 % Y se cuantificó con RiboGreen (Molecular probes) siguiendo el 
protocolo del fabricante. 
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Ensayos de cinética de hibridación en fase sólida (Biacore). 

Para iniciar los estudios de Biacore, el chip (SA, Biacore, derivatizado con 
estreptavidina) se dejó estabilizar a temperatura ambiente por media hora y se 
lavó tres veces con 100 I-IL de 50 mM NaOH y un flujo de 100 I-ILlmin. 

El chip consta de dos celdas, de las cuales una no se modificó y se utilizó 
como referencia para medir las interacciones de los PNAs con el sustrato 
(estreptavidina) del chip. La otra celda se modificó utilizando como ligando un 
transcrito biotinilado de 250 nucléotidos (ver, Producción de transcritos de Sec61 
para los ensayos de cinética de hibridación en fase sólida (Biacore)), el cual se 
acopló al chip disuelto en 300 mM NaCllagua, utilizando un flujo de 5 I-ILlmin. Con 
la idea de saturar todos los sitios de unión de la celda, se realizaron inyecciones 
con la solución de ARN hasta que la respuesta en el sensograma no aumentó y la 
cual se dejó estabilizando toda la noche. 

Los PNAs se ensayaron disueltos en agua, a 25 oC y con un flujo de 30 
I-ILlmin. Para reestablecer la línea base, después de cada ensayo se hicieron 
lavados con 100 I-IL de 5 mM NaOH . Las interacciones específicas se 
determinaron restando el incremento de la línea base de la celda de referencia al 
incremento de la línea base de la celda modificada con el ARN. 
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Purificación de ARN poli (A) de amiba. 

Primeramente se purificó ARN total utilizando Trizol (GIBCO). Se 
cosecharon 8 botellas (120 X106 amibas) de 200 mL en tubos de 50 mL. La 
pastilla celular se resuspendió en 17 mL de Trizol, se lisó con un vórtex suave de 1 
min y se dejó 2 h a 4 oC. Se adicionaron 3.4 mL de cloroformo, se dejó 10 min a 
temperatura ambiente y se centrifugó a 12 000 g por 10 min a 4 oC. La fase 
acuosa se precipitó durante 10 min con un volumen de isopropanol y se centrifugó 
a 12 000 g por 20 min a temperatura ambiente. El precipitado se lavó 2 veces con 
etanol frío al 80 % Y por último se resuspendió en 3 mL de 10 mM Tris-HCI, 1 mM 
EOTA, 0.3 M NaCI, 0.1 % SOS, pH 7.5. La solución de ARN total se calentó por 5 
min a 70 oC, se enfrió en hielo durante 5 min y se determinó la concentración por 
absorbancia a 00260 (40 fJg/mL es equivalente a 1 00260). 

Para separar la fracción de ARN poli (A) , la solución de ARN total se 
recirculó 3 veces por una columna de Oligo-dT celulosa (BRL). El ARN no unido 
se lavó con 4 mL del buffer de unión (10 mM Tris-HCI, 1 mM EOTA, 0.3 M NaCI, 
0.1 % SOS, pH 7.5) . El ARN poli (A) se eluyó con 1.5 mL del buffer de elución (10 
mM Tris-HCI, 1 mM EOTA, 0.1 % SOS, pH 7.5) , se calentó durante 5 min a 70°C, 
se enfrió en hielo por 5 min y se dejó 20 min a temperatura ambiente. 
Posteriormente, se le adicionaron 90 fJL de una solución 5 M NaCI y se pasó por la 
columna Oligo-dT celulosa. Se lavó con 4 mL de buffer de unión y se eluyó con 1.5 
mL de buffer de elución. Se le adicionaron 90 fJL de una solución 5 M NaCI y 3 mL 
de etanol frío y se dejó precipitando toda la noche a -20 oC. Por último, la muestra 
de ARN poli (A) se centrifugó a 7000 g por 20 min a 4 oC, se lavó dos veces con 
etanol frío y se resuspendió en 50 fJL agua tratada con dietilpirocarbonato. El ARN 
pol i (A) se caracterizó en un gel de agarosa al 1 % Y se cuantificó con el kit 
RiboGreen (Molecular probes) siguiendo el protocolo del distribuidor. 
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Purificación del ARN de EhSec61 de amiba. 

El ARNm de EhSec61 de amiba se trató de purificar a partir de ARN poli 
(A), por medio de captura en fase sólida. Como sonda de captura se utilizó el 
plásmido pBSSK-Sec61 (15 I-Ig) (ver Transcripción in vifro) , el cual se linearizó con 
la enzima Hind 11/, se hirvió 3 min a baño maría, se depositó en membrana de 
nitrocelulosa, se dejó secar y se horneó por 2 h a 80 oC . Posteriormente, se 
adicionó el ARN poli (A) (10 I-Ig) en buffer de hibridación (SSC 6 X) Y se incubó 
toda la noche a 37 oC. El ARN se eluyó con 20 I-IL de agua y se cuantificó con el 
kit RiboGreen (Molecular probes) siguiendo el protocolo del distribuidor. 
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Traducción in vitro. 

Los ensayos de traducción in vitro mediante lisados de reticulocitos de 
conejo tratados con nucleasa de micrococo se realizaron utilizando ARN poli (A) 
de amiba, así como el ARN del gene EhSec61 de amiba y el transcrito in vitro. 
Como control se utilizó el ARN de luciferasa que se incluye en el kit. Los ensayos 
se realizaron siguiendo el protocolo del fabricante (Promega). El ARN se 
desnaturalizó durante 5 min a 70 oC, se enfrió 5 min en hielo y se preincubó 30 
min a 37 oC con 1 j.JM de PNA. Posteriormente, éste se incubó durante 90 min a 
30 oC con 35 j.JL del lisado de reticulocitos de conejo, 1 j.JL de la mezcla de 
aminoácidos (sin metionina), 0.01 mCi de Met[35S] y 40 U de inhibidor de RNAsa. 

Autorradiografía-Densitometría. De la mezcla de traducción se tomaron 5 
j.JL, los cuales se mezclaron con 15 j.JL de buffer de carga para SOS-PAGE (10 % 
glicerol, 2.5 % SOS, 50 mM Tris pH 6.8, 5 % ~-ME, 0.002 % azul de bromofenol) y 
se hirvieron durante 10 min en baño maria. Las muestras se migraron en geles del 
10 %. Al finalizar la electroforesis el gel se montó en un cassette para 
autorradiografía digital (Molecular Dynamics) y se reveló de 5 a 10 días. Una vez 
que se reveló el gel, se cuantificó la cantidad de Sec61 de cada muestra por 
densitometría utilizando el programa NIH Image 1.62. 

Precipitación de proteínas con ácido tric/oroacético (TeA). De la 
mezcla de traducción se tomaron 2 j.JL, los cuales se mezclaron (vórtex) con 98 j.JL 
de 1 M NaOH/2 % H20 2 Y se incubaron 10 min a 37 oC. Las proteínas se 
precipitaron con 900 j.JL de ácido tricloroacético 25 %/2 % cas-aminoácidos frío 
durante 30 min en hielo. Posteriormente, se colectaron por filtración 250 j.JL de la 
precipitación en filtros de fibra de vidrio GF/C (Whatman), se lavaron con 6 mL de 
TCA al 5 % frío, se trataron con 2 mL de acetona y se dejaron secar a temperatura 
ambiente. 

Medición de la incorporación de Metr5S] en material pr~cipitable. Una 
vez secos los filtros con el material precipitado, se pasaron a-frascos de centelleo 
y se les adicionó 1 mL de líquido de centelleo. Las muestras se analizaron en un 
contador Beckman LS6000lC y se reportaron en cuentas por minuto (cpm) 
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Estudios de FACs. 

Inóculos de 10,000 amibas en 5 mL de medio BI-S-33 se incubaron por 
separado sin PNA, con 20 !-1M PNA scrambled y 20 !-1M PNA antisentido contra 
Sec61 por 96 h a 37 oC. Se centrifugaron 5 min a 2000 rpm, el sobrenadante se 
descartó y las células se fijaron con 2' mL de una solución 4 % 
paraformaldehído/PBS durante 30 min a 37 oC. Las células se lavaron y se 
bloquearon por una hora a 37 oC con una solución 50 mM cloruro de amonio pH 
7.5. Se hizo otro lavado y las células se incubaron por una hora a temperatura 
ambiente con 1 mL de la solución de anticuerpo específico (anti-amibaporo o anti
CP5) a 10 !-Ig/mL. Después de un lavado, las células se incubaron con 1 mL de 
una solución 1 !-Ig/mL del segundo anticuerpo (cabra anti-conejo-alexa 488) por 
una hora a temperatura ambiente. Se lavaron las células y se resuspendieron en 1 
mL de PBS. El análisis fluorescente de las células se realizó en un FACs Becton 
Dickinson utilizando el programa CellQuest. El tamaño de la muestra fue de 
10,000 eventos. 
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Mediciones de la Tm de los hibridos PNAlADN. 

Las determinaciones de la Tm de los híbridos PNAlADN se llevaron a cabo 
utilizando como molécula blanco un oligómero de ADN, el cual era 
complementario a la secuencia del PNA antisentido y de la misma longitud 
(17mero). Cantidades molares equivalentes de PNA y del oligo de ADN (1 nmol de 
cada uno) se mezclaron, se incubaron 15 min a 90 oC y se llevaron lentamente a 
4°C (2 horas). La curva de hipocromicidad se efectuó de 15 a 90 Oc en intervalos 
de tres grados y tomando lectura a D0260. Las lecturas se efectuaron en un 
espectrometro Beckman DU650i. Los datos se analizaron con el programa Prism 
Path. 
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Formación de abscesos hepáticos en hamster. 

Para los ensayos de formación de abscesos hepáticos por trofozoítos 
control y tratados con PNA, se utilizaron 24 tubos por grupo, inoculados con 
10,000 amibas por 5 mL de medio y 20 IJM de cada PNA. Estos se incubaron por 
96 h a 37 oC. Al término del tiempo de tratamiento, los células se pusieron en hielo 
por 5 min y se pasaron a tubos de 50 mL, los cuales se centrifugaron 5 min a 2000 
rpm a temperatura ambiente. Las células se resuspendieron en 10 mL de PBS y 
se contaron en presencia de Trypan Blue. Se volvieron a centrifugar por 5 min a 
2000 rpm y se resuspendieron a una concentración final de 1 X106 amibas por 200 
IJL de PBS. Se inocularon, por vía intra-portal, 4 hámsters por grupo (control, 
antisentido y scrambled) con 1x106 amibas por hámster y se mantuvieron en 
observación por 7 días. Al séptimo día se sacrificaron los animales para extraerles 
el hígado, los cuales se pesaron, cortaron, fijaron, montaron y seccionaron para su 
estudio histológico. 

En un segundo experimento, se dió un refuerzo intraperitoneal de 1.5 
mg/Kg de PNA (en un volumen de 225 IJL) cada 24 h, por 96 h a cada hamster. 
Los hamsters se intervinieron quirúrgicamente a las 96 h para la extracción del 
hígado los cuales se procesaron de la misma forma que en el primer experimento. 
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Resultados y discusiones 

En lo referente a la expresión y purificación de las proteínas recombinantes 
de EhSa y EhS2 y la producción y purificación de anticuerpos específicos contra 
éstas, se decidió solamente anexar el artículo publicado (anexo 2), ya que se 
utilizaron como herramientas para estudios generales de citolocalización y no 
como parte esencial del trabajo sobre supresión de la expresión génica mediante 
PNA. 

Síntesis y caracterización de ácidos péptido nucleicos (PNA). 

En general, el rendimiento final de cada una de las síntesis de PNA varió 
dependiendo del tipo de modificación de cada uno de éstos. En todos los casos, el 
pico mayoritario por HPLC preparativo (Figura 13) de la síntesis cruda, siempre 
fue el compuesto deseado. La integridad de los PNAs se verificó por 
espectrometría de masas (Figura 14) y la pureza, que siempre fue mayor del 95%, 
por HPLC analítico (Figura 15). 

El rendimiento de las síntesis de los PNAs sin modificar fue siempre el más 
alto, variando entre 70-90% y básicamente, la determinante de éste fue la 
secuencia de los PNAs. Debido a la naturaleza de cada uno de los cuatro . 
monómeros, el acoplamiento de ciertas secuencias de monómeros suelen ser 
menos eficientes (por ejemplo una secuencia AAAA). 

En segundo término, en cuestión de rendimiento, están las síntesis de los 
PNAs modificados directamente con los ácidos grasos (con y sin lisina como 
espaciador). Estas .síntesis se comportaron casi de igual manera que la de los 
PNAs sin modificar, ya que tanto la lisina como los ácidos son de un tamaño 
comparable (incluso menor en el caso de los ácidos) al de los monómeros, por lo 
que el rendimiento depende exclusivamente de la secuencia de los PNAs. La 
pequeña diferencia entre los rendimientos de éstas con las síntesis de PNAs sin 
modificar, radica en la longitud del conjugado (dos o un acoplamiento más, con y 
sin lisina respectivamente). Cada acoplamiento al no ser del 100 % disminuye el 
rendimiento final de la síntesis. 

En el caso de las síntesis de los conjugados de PNA con colesterol 
hemisuccinato y ácido cólico, éstas fueron incompatibles con la química utilizada 
(tboc). Se determinó, por espectrometría de masas, que el esterol era suceptible a 
degradación en las condiciones ácidas de ruptura utilizadas, TFMSATFAm
Cresol (2:8: 1). Debido a que fue imposible purificar estos conjugados se 
descartaron del estudio. 
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Resultados y discusiones 

El rendimiento de las síntesis de los conjugados de PNAs con cistina-1,2-
diaminoetano (Linker) fue bajo. El paso limitante de estas síntesis fue la 
separación del conjugado de la resina. Durante la ruptura ácida (TFMSATFAm
cresol), aproximadamente el 40 % del material se redujo, generando las formas 
PNA-cisteína y cisteína-1,2-diaminoetano. En general, el rendimiento promedio 
final de estos conjugados fue alrededor del 50 %. Cuando a éstos se les acopló el 
ácido mirístico (PNA-cistina-1,2-diaminoetano-miristato) el. rendimiento de la 
síntesis no varió. 

La síntesis del conjugado PNA-cistina-1,2-diaminoetano-penetrina fue la 
que presentó el rendimiento más bajo. Esto se debe a que sumado al problema de 
la reducción durante la separación del conjugado de la resina, fue la síntesis más 
larga: 34 acoplamientos; una primera parte de 17 acoplamientos para la secuencia 
del PNA, un acoplamiento intermedio de la cistina-1,2-diaminoetano y 16 
acoplamientos peptídicos de la secuencia del péptido de penetrina. Aún cuando se 
logró la síntesis completa de este conjugado (determinado por espectrometría de 
masas), éste no se logró purificar por HPLC, ya que el fragmento peptídico 
producido por la reducción durante la ruptura de la resina (cisteina-1,2-
diaminoetano-penetrina), coeluyó con el conjugado completo (PNA-cistina-1,2-
diaminoetano-penetrina). Como una alternativa a la purificación por HPLC, este 
conjugado se trató de purificar por FPLC pero sin éxito, por lo que no se utilizó en 
este estudio. 

Figura 13. Cromatograma de HPLC preparativo representativo de las síntesis crudas de 
PNAs. 
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Figura 14. Espectro de masas representativo de las síntesis de PNAs. Izquierda, espectro en 
bruto (mIz); Derecha espectro deconvolucionado. 

Figura 15. Cromatograma de HPLC analítico representativo de las síntesis de PNAs. La 
pureza de todos los PNAs fue siempre mayor al 95 %. 

54 



Resultados y discusiones 

Permeabilidad de PNAs a trofozoitos de Entamoeba histolytica. 

Uno de los objetivos finales de este trabajo contempla la utilización de 
PNAs en ensayos in vivo (hámsters). Para ésto, se requiere de una administración 
repetida (para mantener la dosis efectiva) de PNA, necesitando de una cantidad 
de material considerable. La dosis efectiva de PNAs en estudios en células en 
cultivo varía de una concentración de entre 10-20 ¡..JM, si bien en tubos de 5 mL 
esto no es un problema, al extrapolarlo al hámster se genera una limitante de 
material. Con esta perspectiva, decidimos modificar los PNAs con moléculas 
acarreadoras que aumentaran la permeabilidad de los PNAs a los trofozoítos. 

Como primera alternativa decidimos modificar los PNAs con colesterol, ya 
que se ha reportado que es el esterol (y lípido) más abundante en la membrana 
plasmática de Eh. Además, es esencial para el crecimiento normal del parásito y 
los trofozoítos son incapaces de sintetizarlo de novo, satisfaciendo su 
requerimiento mediante la ingesta de colesterol del medio (Lujan, 1997; Das, 
2002) . Al llevar a cabo la síntesis de estos conjugados, se determinó que la 
química utilizada no fue compatible (ver síntesis y caracterización de PNAs). 

Siguiendo la misma dirección, se decidió utilizar los ácidos palmítico y 
mirística, los cuales son los ácidos grasos saturados más abundantes en Eh 
(Lujan, 1997). Al comparar la permeabilidad de PNAs sin modificar y modificados, 
en proyecciones de máxima intensidad obtenidas por microscopía confocal (Figura 
16), observamos que la señal de los PNAs modificados con miristato es, por lo 
menos, 100 veces mayor que la de los PNAs sin modificar. Se obtuvieron _ 
resultados comparables con los conjugados con palmitato. 

La distribución subcelular parcialmente difusa con áreas de alta 
concentración del PNA sin modificaciones con ácidos grasos (Figura 16, panel C), 
es consistente con resultados reportados previamente por nuestro grupo (Stock 
2001). Cabe mencionar que no se observó una localización nuclear significativa de 
estos PNAs, en contraste con reportes previos, que propusieron que la simple 
adición covalente de biotina a PNAs resulta en una distribución nuclear (Chinnery, 
1999). 

En un segundo experimento se decidió bajar la concentración del PNA a 1 
¡..JM y aumentar el tiempo de incubación. La figura 17 muestra trofozoítO$ después 
de 24 h de incubación con los diferentes PNAs. La captación celular de los 
conjugados fue esencialmente la misma, con la excepción del conjugado B-K
scrambled-palmitato, el cual mostró una internalización menor (Figura 17, panel 
F) . Esta baja difusibilidad puede ser dependiente de secuencia, lo cual se ha 
observado para otros conjugados PNA-Lipofílicos (Ljungstrom, 1999), como 
consecuencia de una solubilidad diferencial en el medio de cultivo debido a una 
probable formación de agregados. 
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Figura 16. Permeabilidad relativa de trofozoítos de E. histolytica a 17-meros de PNA sin 
modificar y modificados con miristato. Proyecciones confocales de máxima intensidad de 
trofozoítos incubados 2 h con (A) 10 IJM de B-K-antisentido, (B) 10 IJM de B-K-antisentido
miristato, y (C, D) 10 IJM de los scrambled correspondientes. Potencia de laser a 1 % para A 
y B y 100 % para C y D. 

Figura 17. Comparación de la permeabilidad de trofozoitos de E. histolytica a PNAs 17-
meros sin modificar y modificados con miristato y palmitato. Proyecciones confocales de 
máxima intesidad de trofozoítos incubados 24 h con (A) 1 IJM de B-K-antisentido, (B) 1 IJM de 
B-K-antisentido-miristato, (C) 1 IJM de B-K-antisentido-palmitato, (D) 1 IJM de B-K-scrambled, 
(E) 1 IJM de B-K-scrambled-miristato, (F) 1 ¡.1M de B-K-scrambled-palmitato. Potencia de laser 
30%. 
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Debido a esta observación, se decidió eliminar a los conjugados con 
palmitato de los estudios de inhibición, ya que una inhibición inespecífica del 
conjugado B-K-PNA-palmitato antisentido podría ser enmascarada por una baja 
permeabilidad del scrambled correspondiente. 

Para determinar la distribución subcelular de los PNAs-miristato en Eh, se 
hicieron reconstrucciones 3D de trofozoítos con los dataset de microscopía 
confocal (el mismo dataset de la figura 16). Cinco cortes ecuatoriales de una 
amiba incubada por 2 h con 10 I-IM de este PNA se muestran en la figura 18. 
Básicamente, la distribución subcelular de los PNAs se restringe al citosol, ya que 
no se detectó señal significativa en el núcleo. Esta distribución citosólica propone 
que la captación del PNA no es dependiente de endocitosis, ya que la señal no 
parece concentrarse en vesículas. Además, interesantemente, la localización 
subcelular no es a nivel de membrana plasmática, como se esperaría debido a la 
naturaleza de la molécula acarreadora (miristato). 

Figura 18. Distribución subcelular del B-K-PNA-miristato en trofozoítos de E. histolytica. 
Reconstrucción 3D, de una amiba, generada con el dataset del confocal. Cinco cortes 
equatoriales de una amiba incubada 2 h con 10 ..,M del B-K-PNA-miristato. La flecha indica la 
capa lípidica externa de la ameba. Escala RGB (Red, Green and Blue) continua describe la 
concentración del PNA; Rojo mayor concentración, Verde concentración media y Azul baja 
concentración. 

Como otra alternativa, para incrementar la permeabilidad de los PNAs, se 
decidió derivatizarlos con el péptido membrana-activo penetrina. Este péptido se 
ha utilizado con éxito como agente acarreador de PNAs en células de mamífero 
(Villa , 2000) ya que es capaz de difundir y acarrear moléculas a través de la 
membrana plasmática de una manera receptor-independiente. Además, se ha 
reportado que la forma retro-inversa, resistente a degradación por proteasas, (se 
utilizan O aminoácidos y se invierte la orientación del amino y carboxilo terminal) 
retiene la actividad penetrante (Lindgren, 2000). Esta última propiedad es de vital 
importancia para nuestro sistema, ya que la amiba al secretar una cantidad 
importante de proteasas, degradaría la fracción peptídica del conjugado PNA
penetrina antes de la internalización de éste. Como se mencionó anteriormente, 
aunque se logró sintetizar este conjugado, no se pudo purificar. 
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Ensayos de la proliferación y niveles de proteína de trofozoítos. 

Ensayos con PNA sin modificar. Cultivos de trofozoítos en fase 
exponencial se incubaron por separado 96 h con o sin 20 !-1M de los PNAs 
antisentido no modificados contra los ARNm de EhSec61, EhSa y EhS2 y sus 
scrambleds correspondientes. 

Como se puede observar en la figura 19, la proliferación de los trofozoítos 
se afectó poco al ser tratados con el PNA contra EhS2. La inhibición a nivel de 
proteína no se pudo determinar, ya que durante el procesamiento de las muestras, 
la proteína EhS2 se degradó rápidamente. Aún cuando se trató de modificar el 
procesamiento de las muestras para lograr su medición, no se logró encontrar las 
condiciones óptimas, lo que invalidó la utilización de este PNA. 

Cuando los trofozoítos se trataron con el PNA contra EhSa, no se afectó 
significativamente ni la proliferación ni los niveles de la proteína con respecto al 

. control y scrambled (Figura 20). Aunque en este caso se observó un decremento 
de la proteína en las muestras antisentido, éste n.o es significativo, ya que la 
desviación estándar de éstas sobre lapa con la del scrambled. 

En el caso de la inhibición de la proteína Sec61 , la densitometría de 
muestras por triplicado reveló un decremento específico que, en diferentes 
experimentos, varió alrededor de un 65%, lo cual, además, correlacionó con una 
disminución de la proliferación del 50 % con respecto al control y scrambled 
(Figura 21). Cabe añadir que estos experimentos fueron repetidos numerosas 
veces, ya que se utilizaron como control para estudios de los PNAs derivatizados 
(ver más adelante), y la disminución de los niveles de Sec61 osciló siempre entre 
65% y 80%. 

La diferencia de inhibición observada con estos tres PNAs puede deberse a 
tres factores: (1) la proteína blanco, (2) el ARNm blanco y (3) la naturaleza 
intrínseca del PNA. En primer lugar, la vida media de las proteínas puede no ser la 
misma. Esto podría ser el caso de EhSa, tal vez el recambio de ésta es más lento 
(mucho mayor a 96 h), que por ejemplo el de Se61, lo cual enmascara una 
inhibición sobre la traducción de la proteína y por tanto un posible efecto a nivel de 
proliferación. Segundo, la estabilidad, estructuración y cantidad de los ARNm 
blancos puede diferir de uno a otro. La estructuración de cada ARNm puede dejar 
secuencias más o menos expuestas para la nucleación con el PNA, con una 
diferencia tan dramática como tener o no tener efecto. Esto tiene como sustento lo 
observado en ensayos de inhibición de la proteína Rab8 realizados previamente 
en el laboratorio y lo reportado por otros grupos (Tesis de maestría de Andrés 
Saralegui, 2002; Doyle, 2001). PNAs dirigidos contra los primeros 17 nucléotidos 
de la región codificante del ARNm de Rab8, disminuyen en un 80 % el nivel de la 
proteína con respecto al control, sin embargo, cuando el PNA se dirige contra la 
región 5' no traducida del ARNm (esto es 11 nucléotidos corriente arriba), la 
inhibición de la traducción desaparece. Por último, no se puede descartar la 
posibilidad de que diferentes PNAs (con respecto a secuencia/composición), 
interactúen de manera diversa con el contenido citosólico, exponiéndose en mayor 
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o menor medida a un secuestro de cualquier tipo, o que formen estructuras inter- o 
intramoleculares que impidan su hibridación con la secuencia blanco. 

Figura 19. Inhibición de la proliferación en 
trofozoítos tratados con PNAs contra EhS2. 
Cultivos en crecimiento exponencial de 
trofozoítos se incubaron 96 h con 20 J.lM del 
PNAs sin modificar. 
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Figura 20. Inhibición de la proliferación y expresión de EhSex en trofozoítos tratados con 
PNAs. Izquierda, proliferación; Derecha, niveles de la proteína blanco. Cultivos en 
crecimiento exponencial de trofozoítos se incubaron 96 h con 20 J.lM de los PNAs sin 
modificar. 
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Figura 21. Inhibición de la proliferación y expresión de EhSec61 en trofozoítos tratados con 
PNAs sin modificar. Izquierda, niveles de la proliferación; Derecha, niveles de la proteína 
blanco. Cultivos en crecimiento exponencial de trofozoítos se incubaron 96 h con 20 ¡.1M de 
los PNAs sin modificar. 

Ensayos con PNAs modificados. Como se mencionó anteriormente, una 
alternativa para incrementar la permeabilidad de los PNAs (y consecuentemente 
disminuir las dosis de trabajo), fue derivatizarlos con el ácido graso mirística. 
Como se determinó que los conjugados K-B-PNA-miristato presentaron una mayor 
permeabilidad a los trofozoítos (Figura 16), se decidió bajar la dosis de trabajo 
para los estudios de inhibición de la expresión génica. 

Primeramente, se realizaron como control, ensayos de proliferación 
incubando a los trofozoítos con 1 y 10 f-lM de los ácidos grasos m irístico y 
palmítico. Como se muestra en la figura 22, ninguno de los dos ácidos grasos 
afectó la proliferación de trofozoítos en cultivo a las concentraciones utilizadas 
(Figura 22). 

Figura 22. 
Proliferación de 
trofozoítos tratados 
con 1 y 10 ¡.1M de los 
ácidos mirística y 
palmítico. Los ácidos 
se disolvieron en 
agua con 10 % DMSO, 
el control se incubó 
con agua 10% DMSO. 
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Posteriormente, cultivos de trofozoítos en fase exponencial se incubaron 
por separado 96 h con y sin 1 IJM de los conjugados B-K-PNA-miristato antisentido 
y scrambled contra los ARNm de EhSec61 y EhSa. Para verificar que las 
modificaciones en el C-terminal no interferían con la hibridación del PNA, se 
incluyó como control el conjugado B-K-PNA a 20 IJM. 

Como se muestra en la figura 23, la inhibición de la expresión de la proteína 
blanco con el conjugado B-K-PNA, fue la misma que se observó con el PNA sin 
modificaciones, indicando que esta modificación no interfiere con la funcionalidad 
del PNA. 

Los PNAs derivatizados con miristato a 1 IJM no inhibieron la expresión de 
la proteína de ambos genes, aún cuando en teoría hay una cantidad equiparable a 
100 IJM del PNA no modificado (resultados de permeabilidad) (Figura 23). 

Ya que el conjugado B-K-PNA retuvo su capacidad inhibitoria, la pérdida de 
función de los conjugados con miristato es, probablemente, debido a que el PNA 
pierde la propiedad de hibridar con su ARNm blanco al ser modificado en ambos 
extremos. También, podría ser que el N-terminal es esencial para la nucleación del 
PNA con su ARNm blanco, aunque se ha descrito que algunos PNAs modificados 
en el N-terminal no pierden su función (Good, 2001). Cabe destacar que esta 
pérdida de función no parece ser secuencia/composición dependiente, ya que en 
ambos casos (contra EhaS y EhSec61) no se afectó la expresión de la proteína 
correspondiente. No se realizaron experimentos a dosis mayores con los 
conjugados B-K-PNA-miristato, ya que es irrelevante la utilización de éstos a 
concentraciones similares a la de los PNAs no modificados. 
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Figura 23. Inhibición de la expresión génica en trofozoítos tratados con PNAs modificados. 
Biotina (B), lisina (K), y en su caso con miristato (C14). Cultivos en crecimiento exponencial 
de trofozoítos, se incubaron 96 h con 20 ~M de los B-K-PNAs y 1 ~M de los B-K-PNA-C14. 
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Para comprobar si la derivatización en ambos extremos era determinante 
para la nucleación del PNA con su secuencia blanco, sintetizamos conjugados 
solamente con el grupo miristato en el N-terminal (PNA-miristato). Se generaron 
dos conjugados de PNA, uno unido directamente al miristato (PNA-miristato) y otro 
utilizando una lisina como espaciador (PNA-K-miristato). Este segundo fue con el 
objetivo de determinar la reelevancia de la distancia entre el miristato y el PNA en 
términos de funcionalidad. 

En la figura 24 se muestra el promedio de muestras por duplicado, de los 
niveles de la proteína EhSec61 de trofozoítos incubados 72 ó 96 horas con 
diferentes concentraciones del conjugado PNA-K-miristato antisentido o su 
scrambled. Aquí se observó que tanto el PNA antisentido como el scrambled 
presentaron una misma disminución de la proteína blanco y que este efecto es 
inespecífico, ya que no depende de secuencia, es dosis dependiente. El 
conjugado PNA-miristato (sin lisina) mostró el mismo comportamiento. 

De este experimento cabe destacar tres puntos. Primero, el espaciador 
entre el PNA y el grupo miristato no representa una diferencia, ya que ambos se 
comportaron de la misma manera. Segundo, el efecto inespecífico que se observó, 
es dosis dependiente. Tercero, el conjugado ideal sería aquel que una vez dentro 
de la célula, sea capaz de perder el grupo miristato. Este último punto nos llevó a 
la siguiente serie de síntesis. 
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Figura 24. Inhibición de la expresión génica en trofozoítos tratados con PNAs modificados 
en el N-terminal. Con lisina (K) y miristato (C14). Cultivos en crecimiento exponencial de 
trofozoítos, se incubaron 96 h con diferentes concentraciones de los PNA-K-C14. 
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Ya que se determinó que la unión covalente del miristato interfiere con la 
función específica del PNA, decidimos acoplar el grupo miristato a éste de una 
manera distinta. La consideración más importante para decidir qué tipo de 
conjugación deseábamos, fue que el grupo miristato debía separarse del PNA 
postinternalización. 

Previamente, se demostró que conjugados de PNA con péptidos 
penetrantes, vía puente disulfuro (por cisteínas), se reducen rápidamente en el 
citosol de células mielómicas Bowes (Pooga M, 1998). Por otro lado, se sabe que 
protozoarios anaeróbicos aerotolerantes, como en el caso de Entamoeba, 
presentan un citosol altamente reductor (McLaughlin J, 1985). 

Prim,eramente, antes de llevar a cabo la síntesis de un conjugado reducible, 
se determinó el potencial reductor del medio condicionado con trofozoítos. Se 
incubaron 10,000 trofozoítos por 2 h, se centrifugaron y el medio de cultivo se 
separó. Se utilizó como sustrato un conjugado reducible BSA-péptido, el cual se 
incubó por 2 h a 37 oC con el medio condicionado. La reducción del puente 
disulfuro del conjugado BSA-péptido, se analizó por Western blot, utilizando 
anticuerpos anti-péptido. Una pérdida de señal en el Western blot, significa una 
reducción del puente disulfuro, ya que el péptido solo migra con el frente (Figura 
25, carril 9). Como se puede observar en la misma figura, en los carriles 1 y 3, el 
puente disulfuro no fue reducido por el medio condicionado en las condiciones 
utilizadas. Este experimento se realizó a 2 h de incubación, ya que los estudios de 
permeabilidad mostraron que el conjugado PNA-miristato se localizó dentro de las 
células a este tiempo (figura 16). Con estos datos concluimos que si lográbamos 
generar un conjugado lipofílico reducible, éste sólo se reduciría dentro de las 
células y no fuera. 

Con base en estos resultados, sintetizamos el conjugado PNA-Cys-Cys-1 ,2-
diaminoetano-miristato. La reducción de este conjugado liberaría por un lado el 
PNA-cisteína y por otro lado el complejo cisteína-1,2-diaminoetano-miristato. 
Reportes previos determinaron que PNAs modificados con una cisteína en el 
amino terminal, retienen su capacidad de hi~ridar con su ARN blanco y por ende 
su actividad inhibitoria. Como control se sintetizó un conjugado PNA-Cys-Cys-1 ,2-
diaminoetano sin miristato. 

Primero, se realizó un estudio comparativo del PNA sin modificaciones y el 
PNA-Cys-Cys-1,2-diaminoetano reducido y sin reducir. Como se muestra en la 
figura 26, no hay ninguna diferencia 
significativa en los niveles de inhibición de 
la proteína blanco. Con esto se ratificó el 
hecho de que una cisteína en el amino 
term inal no interfiere con la actividad del 
PNA. 

Figura 25. Capacidad reductora del medio 
condicionado de amibas. Medio condicionado 
por 2 h con 10,000 amibas. 1) sobrenadante, 2) 
Vacío, 3) sobrenadante, 4) amibas, 5) control sin 
reducir y 9) control reducido. 

9 5 4 321 

63 



.. 

e 
e 
o o 

Qj 
"O 

al 

E 
c: 
al o 
(5 
c.. 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

o 
Control EhSec61 

SCR 
EhSec61 

ATG 
EhSec61 EhSec61 

SCR ATG 
{Cys)ilinker (CYS)2-linker 

Resultados y discusiones 

EhSec61 
SCR 
Cys-

EhSec61 
ATG 
Cys-

Figura 26. Inhibición de la expresión génica en trofozoítos tratados con PNAs, reducidos y 
sin reduc.ir. Modificados en el N-terminal con cistina (CyS2) y 1,2-diaminoetano (Iinker). 
Cultivos en crecimiento exponencial de trofozoítos se incubaron 96 h con 20 J.lM de los 
PNAs. 

A continuación, se realizó un estudio a diferentes concentraciones de la 
actividad inhibitoria del conjugado PNA-Cys-Cys-1,2-diaminoetano-miristato. 
Como se muestra en la figura 27, contrario a lo que se esperaba, el conjugado 
PNA-Cys-Cys-1,2-diaminoetano-miristato no presentó un incremento en la 
actividad inhibitoria en comparación al PNA sin modificaciones. 

Hay varias interpretaciones posibles para este resultado. Primero, el PNA
Cys-Cys-1,2:"diaminoetano-miristato es altamente internalizado, pero el puente 
disulfuro no se reduce en el citoplasma, consecuentemente pierde su capacidad 
de hibridación. Segundo, el puente disulfuro se reduce fuera de la célula, por lo 
que el conjugado pierde la alta permeabilidad y se comporta como el PNA sin 
modificaciones. Tercero, el grupo Cys-Cys-1,2-diaminoetano, neutraliza la 
contribución hidrofóbica del miristato, en tal caso la alta permeabilidad se pierde. 
De manera indirecta, proponemos que esto último fue lo que sucedió. Al purificar 
los conjugados por HPLC, el porcentaje de acetonitrilo requerido para eluir el 
conjugado PNA-Cys-Cys-1,2-diaminoetano-miristato (18%), fue el mismo que el 
del PNA sin modificaciones (15%), a diferencia de los conjugados PNA-miristato y 
PNA-K-miristato, los cuales eluyeron con 65% acetonitrilo. De manera general, el 
porcentaje de acetronitrilo que se requiere para el despegado de un analito de la 
fase sólida de la columna (Fase reversa, C18), es un indicativo de la hidrofobicidad 
de éste, a mayor porcentaje de acetonitrilo mayor hidrofobicidad. Entonces, al 
presentar el mismo patrón de elución el conjugado PNA-Cys-Cys-1,2-
diaminoetano-miristato y el PNA sin modificar, se puede suponer que la 
hidrofobicidad media de estas dos moléculas es similar. Por tanto, si el incremento 

64 



Resultados y discusiones 

de la hidrofobicidad era la causa del aumento de la permeabilidad, el conjugado 
PNA-Cys-Cys-1 ,2-diaminoetano-miristato perdió su permeabilidad y se comportó 
de la misma manera que el PNA sin modificaciones. 
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Figura 27_ Inhibición de la expresión génica en trofozoítos tratados con PNAs modificados 
en el N-terminal con cistina (CyS2), 1,2-diaminoetano (Iinker) y miristato (C14). Cultivos en 
crecimiento exponencial de trofozoítos, se incubaron 96 h con diferentes concentraciones 
de los PNAs. 

Como última alternativa, se sintetizaron otros dos conjugados, PNA
hexanoato y PNA-decanoato. Estos conjugados se sintetizaron con el propósito de 
determinar la reelevancia de la longitud de la cadena saturada del ácido graso, en 
términos de permeabilidad e inhibición específica. Tal vez, al disminuir la longitud 
de la cadena saturada, los conjugados retienen su alta permeabilidad e inhiben de 
manera específica la traducción de la proteína blanco. 

Como se muestra en la figura 28, tanto el conjugado PNA-hexanoato como 
el conjugado PNA-decanoato, a 1 IJM, no inhibieron la expresión de la proteína 
EhSec61 . Cabe destacar, que para estos conjugados no se determinó la 
permeabilidad, lo cual impide concluir si la falta de efecto es debido a una baja 
permeabilidad o a una pérdida de función (capacidad de nucleación). 
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Figura 28. Inhibición de la expresión génica en trofozoítos tratados con PNAs modificados 
en el N-terminal con hexanoato y decanoato. Cultivos en crecimiento exponencial de 
trofozoítos, se incubaron 96 h con 1 J,lM de los PNAs. 
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Ensayos de inhibición de la traducción in vitro con PNA. 

Para determinar si la inhibición inespecífica que se observó en los ensayos 
celulares con los complejos PNA-miristato operó directamente sobre la maquinaria 
de .traducción, se realizaron experimentos de traducción in vitro utilizando el 
ARNm de luciferasa (un ARNm irrelevante). Previo a la traducción se preincubó 
por 30 min a 37 oC 1 IJg de ARNm de luciferasa con: a) 1 IJM de PNA antisentido 
sin modificaciones, b) 1 IJM de PNA-K-miristato antisentido y c) 1 IJM de PNA-Cys
Cys-1 ,2-diaminoetano-miristato antisentido. 

Una fracción de las muestras de traducción se precipitó con ácido 
tricloroácetico (TCA) al 25 % Y se determinó la incorporación de Met e5S). Como 
se muestra en la figura 29, la incorporación de metionina marcada fue la misma en 
todos los casos, indicando que los PNAs no presentan un efecto directo sobre la 
maquinaria de traducción (de conejo) con este ARN. Para corroborar estos 
resultados, se realizó una autorradiografía digital a partir de un gel SDS-PAGE al 
12.5 %, en el cual la banda mayoritaria (Iuciferasa) fue cuantificada por 
densitometría (Figura 30). La densitometría mostró que la cantidad de proteína en 
todas las muestras fue igual, correlacionando positivamente con las mediciones de 
incorporación de metionina (Figura 31). 
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Figura 29. Incorporación de Met esS). Traducción in vitro de 1 J,lg de ARN de luciferasa con y 
sin PNA. 
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Figura 30. Traducción in vitro del 
ARNm de luciferasa. 2) MPM; 3) 
ARN sin PNA; 4) ARN más PNA sin 
modificaciones; 5) ARN más PNA
K-miristato; 6) ARN más PNA
cistina-1 ,2-diaminoetano-miristato; 
7) ARN sin PNA; 8) Vacio; y 9) ARN 
sin PNA. Gel al 12.5 %. El gel se 
reveló por 5 dias. 
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• Densitometría fGel) 
[] Precipitación ( CA) 

ATG-K-Myr 
1 IlM 

ATG 
Linker-Myr 

1 Il M 

Figura 31. Correlación entre la densitometría (gel) y la precipitación con TCA de la 
traducción in vitro del ARNm de luciferasa. 

Una vez que se determinó que los PNA antisentido no interferían con la 
traducción de un ARN irrelevante, se decidió realizar el mismo estudio pero 
utilizando ARN poli (A) total de am iba (Figura 32). De igual manera que en el 
estudio anterior, la incorporación de metionina no mostró ninguna diferencia 
significativa entre las muestras con y sin PNA (Figura 33). Aunque en este pool de 
ARN se encuentra el ARNm de EhSec61 , era poco probable observar una 
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diferencia en la cantidad de incorporación, ya que la abundancia del ARNm de 
EhSec61 se estima en no más del 1 %, cantidad que no se puede discriminar con 
esta técnica. Al realizar un gel SDS-PAGE con estas muestras, se observó que la 
intensidad de las bandas más abundantes (por ejemplo actina, que es el 30 % de 
la proteína total) de las diferentes muestras no varió significativamete (Figura 34). 
Estos resultados sugieren que la inhibición inespecífica de los PNAs modificados 
con el grupo miristato no se debe a una acción directa sobre la maquinaría de 
traducción. 

Figura 32. Purificación de ARN poli (A) total de amiba. 
1) MPM; 2) 1.91Jg de ARN poli (A) total de amiba. 
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Figura 33. Incorporación de MeesS. Traducción in vitro de 2 IJg de ARN poli (A) total de 
amiba. 
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Figura 34. Traducción in vitro de ARNm total de amiba. 1) MPM; 2) Sin ARN; 3) Control; 4) 
PNA sin modificaciones; 5) PNA-K-Myr; 6) PNA-Linker-Myr; y 7) Control. Gel al10 %. 

Ya que no se observó un efecto inespecífico de los conjugados PNA
miristato resultado de una inhibición genérica sobre la maquinaria de traducción, 
se evaluó su capacidad inhibitoria directamente sobre el ARN de EhSec61 en el 
sistema in vitro. 

Para esto, se transcribió in vitro el gen completo de EhSec61 (región 
codificante). Para dicho efecto se utilizaron como molde tres distintas 
construcciones: pBSSK-EhSec61 , pCITE4a-EhSec61 y pCITE4c-EhSec61 (Figura 
35). Una vez transcrito el ARN (Figura 36), y previo a la traducción, éste se 
preincubó por 30 min a 37 oC con: a) 1 IJM de PNA antisentido sin modificaciones, 
b) 1 IJM de PNA-K-miristato antisentido y c) 1 IJM de PNA-Cys-Cys-1 ,2-
diaminoetano-miristato antisentido. La traducción se realizó utilizando dos distintas 
marcas comerciales de lisados de reticulocitos de conejo. En ninguno de los 
casos, con las muestras de ARN de EhSec61, se observó proteína, ya sea por 
incorporación de Met [35S], autoradiografía o Western blot. Esta falta de traducción 
puede deberse a que la transcripción de la región codificante no sea suficiente 
para la traducción in vitro, aún a partir de sistemas como el pCITE, que agregan 
una serie de señales consenso (Cap Independent Translation Enhancer) para 
optimizar los niveles de traducción in vitro. Cabe destacar, que al momento no se 
ha reportado la traducción in vitro de ningún gen de amiba transcrito in vitro. 
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Xbal ........ _III"""---Pmel 

Figura 35. Vectores de transcripción in vitro de EhSec61. 

Figura 36. ARN de Sec61 transcrito in vitro. 1) MPM; 2) 712 ng de 
ARN de Sec 61; Y 3) 900 ng de ARN de luciferasa. 

Pmel 

Como última alternativa, y debido a que el ARN producido por transcripción 
in vitro no se tradujo, se decidió purificar el ARNm de EhSec61 a partir del ARN 
poli (A) total de am iba, como se había reportado para el ARNm de actina, 
mediante captura por hibridación. Esta aproximación no fue posible, ya que el 
material purificado resultante no fue suficiente para los ensayos de traducción in 
vitro. 
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Ensayos de cinética y estabilidad de híbridos PNA/ADN. 

Como una manera indirecta de evaluar los posibles mecanismos de 
interacción de los PNAs con sus secuencias blanco, se decidió determinar la 
cinética y estabilidad de los híbridos PNAlAON, tanto para los PNA no modificados 
(capaces de inhibir la traducción de manera secuencia-dependiente), como para 
los modificados (cuyos espectros de inhibición son inespecíficos con respecto a 
secuencia). 

Determinación de las Tm (estabilidad de híbridos). Las Tm de todos los 
conjugados se obtuvieron utilizando como secuencia blanco un oligonucleótido 
17mero de AON complementario al PNA antisentido. La Tm se determinó 
utilizando el programa GraphPad Prism (versión 2) como se ejemplifica en la figura 
37. 

• ATG 69 
• SCR 65 
• ATG-K-Myr 74 
• SCR-K-Myr 63 

, 
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Figura 37. Determinación de la Tm de los complejos PNA/ADN. Ejemplificación del 
procesamiento de los datos de las curvas de hipocromicidad utilizando un ajuste de curva 
sigmoideo 

En la tabla 4 se muestran las Tm obtenidas para todos los conjugados. 
Como se puede observar en esta tabla , la estabilidad de los híbridos PNA/AON 
(en solución) de los PNAs modificados con ácidos grasos no depende 
estrictamente de la secuencia del PNA, ya que hay PNAs scrambled con una 
mayor Tm que su antisentido correspondiente. Como ejemplo, en los conjugados 
directos PNA-ácido graso (PNA-C6, PNA-C10 y PNA-C14) la longitud de la 
cadena hidrocarbonada es directamente proporcional a la estabilidad inespecífica 
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(no dependiente de ' secuencia) del híbrido. Esto no fue el caso de los PNAs sin 
modificaciones hidrofóbicas, en los cuales siempre se observó una mayor Tm para 
los antisentido. Esto podría explicar las inhibiciones in específicas que se 
observaron con los conjugados PNA-ácido graso en los ensayos con amibas en 
cultivo. 

Tabla 4. Tm obtenidas de los híbridos PNA/AON. 

PNA Tm (e) 
ATG 69 
SCR 65 

ATG-K-Myr 74 
SCR-K-Myr 63 

ATG-Linke r-Myr 79.5 
SCR-Linker-Myr 67.5 

ATG-Linker 73.5 
SCR-Linker 66 

ATG-C6 70 
SCR-C6 61 

ATG-C10 69.5 
SCR-C10 69.5 
ATG-C14 72 
SCR-C14 75 
B-K-ATG 69 
B-K-SCR 57 

B-K-ATG-Myr 71 
B-K-SCR-Myr 69 .5 

Al graficar los resultados de las Tm y los porcentajes de inhibición de los 
niveles de proteína de los PNAs sin modificar (con ácidos grasos), se obtiene una 
correlación de 0.81, la cual tiene un valor predictivo de la funcionalidad del PNA 
con respecto a su Tm (Figura 38). Cuando se hace el mismo ejercicio con los 
PNAs modificados directamente e indirectamente con ácidos grasos, ' este análisis 
pierde su valor predictivo, ya que la correlación es tan solo de 0.132 (Figura 39). 
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Figura 39. Correlación entre la estabilidad del híbrido (Tm) y porcentaje de inhibición de 
conjugados de PNA con ácidos grasos. 
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Ensayos de Biacore (cinética de formación de híbridos). La técnica del 
Biacore permite estudiar, en tiempo real, la interacción en fase sólida de un 
ligando con su analito. Se generó una construcción plasmídica que contenía los 
primeros 250 nucléotidos del gene EhSec 61 (Figura 40). Esta secuencia se 
transcribió in vitro utilizando una mezcla de ribonucleótidos-UTP-Biotina (Roche). 
El transcrito generado se acopló por medio de la biotina a un chip (SA), el cual 
está recubierto de estreptavidina. Una vez que se eliminó todo el ARN que no se 
acopló, se prosiguió a estudiar la interacción de los diferentes PNAs con el 
transcrito inmovilizado. Cabe mencionar que el chip presenta dos celdas, una de 
las cuales no se modificó y la cual se utilizó como referencia, lo que permitió 
evaluar el pegado inespecífico del PNA a la superficie de estreptavidina. Esta 
respuesta se resta a la obtenida en la celda-muestra (con ARN) resultando en un 
sensograma corregido (Figura 41). En la tabla 5 se muestran la KDobtenidas para 
cada conjugado. 

pBSSK(-)-Sec-FLASH 
(EDIT) 
253 pb 

Oral 

Rsal 

E¡rl 

Hlndlll 

Figura 40. Vector de transcripción para la producción de ARN para los ensayos de Biacore. 
El plásmido se digirió con la enzima Bstx l. 
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Figura 41. Gráfica representativa de los sensogramas corregidos de la cinética de 
hibridación de PNA/ADN. 

Tabla 5. KD obtenidas de los híbridos PNA/ADN. 

PNA Tm (C) KD Tm (K) 1/Tm 
ATG 69 2.21 10-7 342 0.00292398 
SCR 65 2.94 10-7 338 0 .00295858 

ATG-K-Myr 74 .005 10-7 347 0 .00288184 
SCR-K-Myr 63 21.4 10-7 336 0.00297619 

ATG-Linker-Myr 79.5 7.33 10-8 352.5 0 .00283688 
SCR-Linker-Myr 67 .5 6.93 10-5 340 .5 0 .00293686 

ATG -Linker 73.5 2.61 10-9 346 .5 0 .002886 
SCR-Linker 66 6.82 10-8 339 0 .00294985 

ATG-C6 70 4.85 10-7 343 0.00291545 

SCR-C6 61 5.56 10-6 334 0.00299401 
ATG-C10 69 .5 3.7 10-7 342.5 0.00291971 
SCR-C10 69.5 6.39 10-7 342.5 0.00291971 
ATG-C14 72 2.99 10-9 345 0.00289855 

SCR-C14 75 9.37 10-9 348 0.00287356 
B-K-ATG 69 f\D 342 0 .00292398 
B-K-SCR 57 f\D 330 0 .0030303 

B-K-ATG-Myr 71 f\D 344 0 .00290698 
B-K-SCR-Myr 69 .5 f\D 342.5 0.00291971 

Para complementar los datos de las Tm (estabilidad en solución) se realizó 
una gráfica de las Tm contra las KD obtenidas (hibridación en fase sólida) (Figura 
42). Al graficar todos los datos, se determinó una correlación de 0.178. Al eliminar 
los datos de los conjugados PNA-Cys-Cys-1,2-diaminoetano-miristato (antisentido 
como scrambled) la correlación aumentó hasta 0.73 (Figura 43). 
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Figura 42. 
Correlación entre 
la cinética de 
hibridación (KD) y 
estabilidad del 
híbrido (Tm). 

Figura 43. 
Correlación entre 
la cinética de 
hibridación (KD) y 
estabilidad del 
híbrido (Tm). Se 
excluyeron los 
datos de los 
conjugados 
antisentido y 
scrambled PNA
cistina-1,2-
diaminoetano
miristato. 

e 
~ 

e 
~ 

0.0001 

10.5 

10.6 

10.7 

10-8 

10-9 

10-10 

0.0028 

10-5 

10-6 

10.7 

10.8 

10-9 

10.10 

Resultados y discusiones 

--y = -0.00021686 + 0_076248x R= 0.17817 

0.00285 0.0029 

1/Tm 

0.00295 0_003 

--y = -9.1886e-05 + 0.031 703x R= 0.73883 

0.00286 0_00288 0.0029 0.00292 0.00294 0.00296 0.00298 0.003 

1/Tm 
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Ensayos de la localización de factores de virulencia Amibaporo y Cisteína 
proteasa 5 en trofozoítos. 

Una consecuencia frecuente de la infección con E. hisfolyfica es la 
producción de ulceraciones y destrucción de tejido del huésped, que ocurre 
esencialmente a nivel del epitelio del colon e hígado. Se ha propuesto, que estas 
patologías son el resultado de interacciones entre factores de virulencia del 
parásito y factores del huésped. Algunos de estos factores de virulencia propuesto 
son: péptidos formadores de poros, amibaporo (Leippe, 1997); la lactina 
Galactosa-N-acetilgalactosamina (Petri, 2002); y la fam ilia de proteasas de 
cisteína (Que, 1997). Ya que estos factores se localizan en la membrana 
plasmática, son secretados y/o modificados post-traduccionalmente, podría 
suponerse que el procesamiento y tráfico de proteínas debe de estar asociado al 
proceso de invasión de este parásito. Con el propósito de determinar si esta 
asociación (si es que la hay) es a través de la secreción de factores de virulencia, 
se analizó la distribución de amibaporo y proteasa de cisteína 5 (CP5) a nivel de 
membrana plasmática en trofozoítos tratados con el PNA contra la proteína Sec61. 
Cabe recordar que esta proteína está involucrada en la parte inicial de la vía 
secretoria y la cual se disminuye entre un 65-80% en trofozoítos tratados con PNA 
contra ésta. 

Trofozoítos en fase exponencial se incubaron por separado 96 h con y sin 
20 IJM de los PNAs sin modificar antisentido y scrambled. Al término de esta 
incubación, se analizó la distribución de amibaporo y CP5 por microscopía 
confocal. El análisis se realizó con células no permeabilizadas, ya que gran parte 
de la señal se pierde al permeabilizar con Triton X-100. Como se muestra en la 
figura 44, no se afectó significativamente la llegada de CP5 (arriba) y amibaporo 
(~bajo) a la membrana plasmática con respecto al control (paneles de la 
izquierda). Ya que el análisis por microscopía confocal sólo nos permite evaluar 
cualitativamente la señal de pocas células, se realizó una citometría de flujo para 
cuantificar la señal de una población más grande . 

. La citometría de flujo, al igual que la microscopía confocal, mostró que los 
niveles de CP5 en la superficie no se vieron afectados (Figura 45, izquierda). Esto 
confirmó que la localización a nivel de la membrana plasmática de CP5 no se ve 
afectada por la disminución de la proteína Sec61. 

En el caso de amibaporo (Figura 45, derecha), la citometría de flujo mostró, 
sorprendentemente, un incremento específico y significativo de los niveles de éste 
en la membrana plasmática de trofozoítos tratados con el PNA antisentido. Esto 
puede sugerir que existen vías alternas de secreción en este parásito, las cuales 
se activan por diferentes estímulos, como, por ejemplo, la disminución de la 
actividad de la vía de Sec61. De acuerdo con lo reportado previamente-(Manning
Cela, 2003), estas rutas alternas pueden no ser constitutivas y sólo afectar 
específicamente algunos de los procesos celulares, en éste caso sólo afectar 
amibaporo pero no CP5. 
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Figura 44. Localización a nivel de membrana plasmática de proteasa de cisteína 5 y 
amiba poro. Arriba, proteasa de cisteína 5; Abajo, amibaporo. Paneles de la izquierda, 
amibas control; Paneles centrales, amibas tratadas con PNA antisentido; Paneles de la 
derecha, amibas tratadas con PNA scrambled. Se utilizó el PNA sin modificaciones contra 
EhSec61. 

Figura 45. Cuantificación por citometría de flujo a nivel de membrana plasmática de proteasa 
de cisteína 5 y amibaporo. Izquierda, amibaporo; Derecha, proteasa de cisteína 5. En verde 
se denota las amibas tratadas sólo con el anticuerpo secundario fluorescente; Rojo, las 
amibas control; Café, amibas tratadas con el PNA scrambled; Azul, amibas tratadas con el 
PNA antisentido. Se utilizó el PNA sin modificaciones contra EhSec61. 
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Estudios de formación de abscesos hepáticos en hámster. 

Por último, en la evaluación del uso de PNAs en la amiba, se realizaron 
estudios de formación de abscesos hepáticos en hámster. Se preincubaron 
trofozoítos amibianos durante 96 h a 37 oC con y sin 20 IJM de los PNA sin 
modificaciones antisentido y scrambled. Una vez transcurrido el tiempo, las 
amibas se contaron y se inocularon 1 x1 06 amibas/hámster en la vena porta. Se 
utilizaron cuatro animales por grupo, los cuales se sacrificaron al séptimo día y los 
hígados se ·pesaron. El peso de los hígados se utilizó como parámetro indicativo 
del grado de formación de abscesos, ya que la masa de los hígados incrementa 
proporcionalmente al daño hepático. 

Como se muestra en la tabla 6, los promedios de los hígados de los tres 
grupos no resultaron ser significativamente diferentes. Este resultado fue 
inesperado, ya que aunque los niveles membranales de los factores de virulencia 
analizados (amibaporo y CP5) no se afectaron, esperábamos que los trofozoítos 
de lenta proliferación (tratados con el PNA antisentido para Sec61) presentaran 
una formación de abscesos hepáticos disminuída. 

Esto puede deberse a: A) Una inhibición del 65-80% de la proteína Sec61 
no es suficiente para inhibir la secreción de los componentes citotóxicos (por 
ejemplo; CP5 y amibaporo), lo cual apoya los resultados de localización de éstos a 
nivel de membrana; B) Aunque quizás disminuya la secreción de otros 
componentes citotóxicos, que no hemos medido, la concentración alcanzada por 
éstos es suficiente para dañar el tejido hepático; C) La secreción de los 
componentes citotóxicos no es mediada por la ruta de Sec61. 

Al realizar estudios de la misma manera que los mencionados, pero con un 
refuerzo intraperitoneal del PNA cada 24 h por 5 días, se obtuvieron resultados 
comparables a los obtenidos previamente sin los refuerzos: presencia de 
abscesos hepáticos de extensión media similar en todos los grupos. 

Tabla 6. Peso de los hígados de hámsters. Después de una semana de la inoculación 
. t rt I d t f 't t t d PNA t I In rapo a e ro OZOI os ra a os con y con ro es. 

...... Peso de los hígados ( ) .¡h+.":· .... .... , . 

Tratamiento Control Scrambled PNA Antisentido PNA 
Hamster 1 9.98 6.09 6.57 
Hamster 2 10.32 5.43 4.96 
Hamster 3 5.76 7.72 7.01 
Hamster4 6.00 15 .9 8.26 

Promedio ± SD 8.02±2.47 8.79±4.84 6.70±1.36 
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Figura 46. Fotografía de los hígados de los hámsters. Izquierda, amibas control; Centro, 
amibas tratadas con el PNA scrambled; Derecha, amibas tratadas con el PNA antisentido. 
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Conclusiones 

PNAs sin modificar son capaces de inhibir específicamente la síntesis de 
proteínas en trofozoítos de Entamoeba histolytica. 

Los trofozoítos de Entamoeba histolytica son del orden de 100 veces más 
permeables a PNAs derivatizados con miristato que a los PNAs sin modificar. 

PNAs derivatizados en ambos extremos pierden la capacidad de inhibir 
específicamente la síntesis de proteína en trofozoítos de Entamoeba histolytica. 

La permeabilidad a PNAs derivatizados con palmitato parece ser secuencia 
dependiente en trofozoítos de Entamoeba histolytica. 

La determinación de la Tm puede ser una prueba predictiva del 
funcionam iento de los P NAs no derivatizados con ácidos grasos. 

La determinación de la KD (por medio de Biacore) puede ser una prueba 
predictiva del funcionamiento de los PNAs no derivatizados con ácidos grasos. 

La disminución de los niveles de la proteína EhSec61 en trofozoítos de 
Entamoeba histolytica no afecta la capacidad de éstos de formar abscesos 
hepáticos en hamsters. 

La inhibición inespecífica de los PNAs derivatizados con miristato no parece 
ser a nivel de traducción, ya que éstos no inhibieron la traducción del ARNm total 
de am iba en ensayos in vitro. 

La propiedad hidrofóbica del PNA adquirida por el miristato se pierde al 
conjugarlos por medio de una cistina-1,2 diaminoetano. 

Es imperativo que el conjugado PNA-miristato se separe dentro de la célula 
para la adecuada funcionalidad (inhibición) de los PNAs. 

Al margen de limitaciones de costo y de criterios de diseño, la utilización de 
PNAs no modificados como agentes supresores de la expresión génica en 
Entamoeba histolytica es promisora y puede ser una herramienta útil para estudios 
de función génica. 
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Perspectivas 

Determinar si las modificaciones con ácidos grasos en el carboxilo terminal 
no interfieren con la funcionalidad del PNA. 

Determinar las Tm de los diferentes PNAs utilizando como blanco 
oligorribonucleóticos. 

Buscar linkers reducibles que no interfieran con la propiedad hidrofóbica 
conferida al aducto por el miristato. 
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Inhibition of Neomycin Phosphorotransferase Expression in Entwnoeba 
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Introduction 

PNA are DNA analogs in which the entire phosphate-sugar 
backbone has been replaced by an isomorphic pseudopep
lidie chain 10 which the four bases are linked . They ha ve 
been shown LO bind complementary natural polynucleotide 
sequences with higher affinity than lheir nalural counler
parts, partially due to the high flexibility and absence of 
charge ol' lhe artificial backbone. Furthermore, lheir artifi
cial slrllClure is tlot recognized by proteases and nucleases, 
Illaking PNA exceptionally slable in biologica l CI1\iron
Ill~nlS (1) . This consideration is of particular rele\':lnce lO 
FI/Jal11oeba hi.l"/o/y/ica, as il possesses numerous hydro
lases. sOllle Illembrane bOllnd. PNA oligomers have becn 
used in the last few years as antisense and antigene agenls in 
a variely 01' cell-free and celluIar systems, showing lhal they 
can effeclively and se lectively downregulate gene e.\pres
sion al lhe lranslalional or transcriptional le veis when llsed 
al Illicrolllolar concentralions (2). Thc difficullics inherenl 
in the cullivalion 01' E. hislO/ylÍca lrophozoiles and lhe lack 
uf procedures for delelion 01' genes have made il very dilTi 
c"ult lo p~rform classical genelic sludies aillled al lhe charac
leri/.alion 01" phenolypes rcslIlling from gene illaCli\ ;llion. 
Only rccenlly, anliscnsc slralegies using p1asIlIids lransc rib
ing anlisense mRNAs have been sucecssfully lI sed, allow 
ing lhe downregulalion of spccific genes and lhe allal~' sis ;,1" 
n:sulling [)hcllolypes CI). In thi s qudy, wc repurl Ihe lI~e 01" 
PN J\ olig'.llllers as ¡¡misens.: agenls 1'01" cllcclive amI spe 
,,' ji'le do",vnregulalion uf cxpreSSi(ln nI' lile hauerial gene 

·\ddrt· ...... 1\'1'1111 1 11.:qUl' , h In: l\k'¡: llId rn 1\la ~ ( ·lI !. 11I,lillllll de I~ i\l[cl' 
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neolllycin phosphorotransferase (NPTI in E. his/o/ylica in 
cullure, wilh resulls comparable lO anlisellse slralegies re
cently reported. In contrast to other celluhu types tested, notably 
Illallllllalian cell< , E. hislO/ylica is pt:rllleable to unmodified 
PNA, and inhibition 01' gene expression is significant and 
easily achieved in a dose-dependenl Illanner. saving the work 
01' cloning, lransfection, and selection procedures needed 
Vor plaslllid-mediated anlisense inhibilion . 

Materials and Methods 

Cel/s <tl/d euflltre. A 11 "xperimenls \\ere performed using 
the HK9 and HM-l :IMSS slmins. Results \Vere equivalenl in 
bolh slrains in all cases. Cells were gro\\"n in slandard TY-S 
medium supplemented wilh lSC¡c neWD(lm-ealf serU1l1. 

PNA s\'/lIhesis, modificalion , al/d qua!i/r cOl/lro/. PNA oli
gOIllers were synlhesized manually u ~ ing so lid phase pep
lide synlhesis (SPPS) by lBoc nr Fnlllc chclllislrics using 
;Ippropriale rcsi ns, as previollsly describ,'d (4) . Purily nf lhe 
oli glllllcrs was grealer lh;1I1 l)ylt by lila" spcClrolllelry . The 
I' N/\ synlhcsizcú wert: 17-mers clllllpklllenlary lo lhe firsl 
17 Illlclell lides 01' lhe NPT mRNA cnJing sequence (NEO 
17/\TGl. designeú for anliparallel hybriJil.alion (lhe.1' end 
ui" Ihe PN/\ corrcs[)onding lo Ihe alllidal~d C-Ierminlls) , and 
.IS nllllrol. a scramhled seqllencl' ur j,knlical cOlllpllsilinn 
was synlllcsized. The PN/\ lIligllll1ers'Ylllhcsill:d rOl" Ihis 
"llIdy wej",~: NEOl7ATG CONH,-T.\CTAAC--:Tr;TTC
T/\CC-NH 2 and NEO 17SCR: CONH ,-C/\T/\T/\TCTI{,
"I"/\CTC1'-I\I II ,. 
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uone in Oplilllelll (Gibc(). BRL, Rockvillc. MJ), USA). Se
leclion 01' lransforlllanls was perforlllcd wilh IllCreasing 
alllounls 01' G418 (Genelicin, Sigma Chelllicals, SI. Louis, 
MO, USA), anu prolilúalion ami NJ>T aClivil)' expcrilllenls 
were perforllled wilh lrophofoiles growing in l11edilllll con
laining 10 f.Lg/IllL anlibiolic. corresponding lO a resislance 
index 01' 4. The veclor used in lhese cxperilllenls. pTCY4, is 
a Illinilllized ucrivalivc 01' lhe pTCY I plaslllid previollsly 
uescribeu by Pelri anu coworkers. 

M N/Sil relllenl o/ N 1'1' (/ui \,il\,. Neo 111 yci n 1)1]( lspllOr<l1 rans
f'crase aclivily was Illeasurcd in cell eXlracls o1>I;\lned I'rolll 
PNA-trealcd anu conlrol cullures by a slol-hlol assa:, using 
kanalllycill as subslrale 1'01' phosphorylation (:'il. Thc ;\nlounl 
of rauioactive kanalll)'cin was Illeasured hy aUioradiography 
in a phosphorimager syslelTl (Molcclllar Dynalllics. SlInn)'
vale, CA, USA) anu 21) uellsilolllelric analysls. I"ilh Ihe 
freeware package NIH-Imagc version 1.62. ReslIlls are plOl
ted as percent of control activily = standard dcvialion (SO). 

Results and DisCllssion 

Neomycin phosphorolran.\ferase ael/vlly 111 PNA-Irealed 
Irophozoiles. Cells grown in 5-mL cultures in lhe presence 
of 10 f.Lg/mL G418 were incubated with 20 f.LM of PNA oli
gomers and collected at 96 h. Lysates were obtained, pro
tein concentration normalized, and identical quantities of to
tal protein used for the kanamycin phosphorylation 3ssay. 
An autoradiogram of the slot-blot assay is shown in Figure 
I (Ieft panel). Two-dimensional densitometry (middle 
panel) revealed that inhibilion of NPT activity was 70% 
(right panel). Inhibition of NPT activity was restricted to the 
antisense sequence, as the scrambled conlrol PNA did nol 
have a significant effec!. Resu lts of the densilometry read
ings are plotted as percent of NPT activity of unlreated con
trols. The decrease in NPT activit)' showed a clear concen
tralion dependence, with negligible effects under 5 f.LM anu 
maximaJ effects at 20 f.LM (data nol shown). This leve! 01' 
inhibition is comparable lO those recently reponed for ame
bapore and Ihe lighl chain of lhe Gal-NAc lectin genes. 
downregulaled by means of anlisense mRNA lranscription 
from plasmids. Killelic studies of NPT aClivily showed thal 
a deCl'ease in aclivily was apparent afler 48 h ("'-'25°;',) of in
cuhalion wilh 20 f.LM anlisense PNA, and lllaxil\1al al 96 Il 
(u ata nol shown). 

Our resu 'll.\ suggesl d;al PN' A l)l'gOlllers 11\;IY provide a 
valuablc tool 1'01' gcnclic sludies in E his/(}!rlic(/. ¡¡nu illay 
possihly he 01' use in the :;Iuuy 01' otllcr organisl1\s i'or wllich 
tlle 1001:-- necessary rol' gcne knockolll ami revt;.rse genetics 
are nol av¡¡iI'ahle, as is lhe case I"(JI' a !;Ir.!:!e )1ortioll 01' palho-

j:P.K:-tIL<Ullycill D<':llsitotTlclry 

NEOl7SCR 

NEOl7ATG 

Control 

Figure 1. Neolllycin pIH);-..phoI"Olran'¡'l'u,,-' .t,.:li,:iIY uf 1: ';tll', nI" H ¡"':l) lro

phozoiléS JIlclIb<lléJ ,,·ilh 20 ILM <111 lI.'c· 11.',' • \;[0 17 ArC; 1 <ll1d '''f;l111hkd 

(j\'EOI7SCR) ¡'NA rnr l)ü h. I.crl 1"\llc'l: "":",,di()~f"l'h ,,( ,101 1>101 o(;~P
kanamycin: llIidJlc panel: dl..'ll~i((l1lll'lr~~· .::ulysis nI' :--\\\( hlol. anJ rigll! 

panel: percclll illhibilioll (: SD) of .1!l¡i"'L~>'-· ;111(.1 s(r;lInf.,kl! P0.T¡\ h: (0111-

pari\on lO ulllrcalccll.:nlllrol. 

genic prolozoans 01' panicular illlportance In lhe lropical 
and subtropical \Vorlu. Undergoing research on genes asso
ciated with drug resistance and invasion/virulence factors 
may benefit from the use 01' Pi\.-\. PNA oligomers can be 
manually synthesized and purificd in lhe laboratory in 
scales needed for in vil ro and slllall animal in \'il'O work. As 
shown for antisense agents in lllaJlllllalian cells, appropriate 
signals may be designed to improve delivery into E. his
IO/rlica cells, as well as for nuclear localization for studies 
on' transcriptional inhibition 01' gene expression. Although 
more studies on laboratory anilllals are necessary, PNA may 
be a feasible gene-therapeutic agenl against amebiasis_ pro
vided thal appropriate vectors for delivery and optimaI tar
get sequences are identified. 
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RESEARCH ARTICLE 

Inhibition of gene expression in Entamoeba 
histolytica with antisense peptide 

nucleic acid oligomers 
Roberto P. Stock1, Alejandro Olvera1, Ricardo Sánchez1, Andrés Saralegui1, Sonia Scarfi2, 

Rosana Sanchez-Lopez1, Marco A. Ramos1, Lidia C. BOffa3, Umberto Benatti2, and Alejandro Alagón1* 

Peptide nucleic acids (PNAs) may be a potent tool lor gene lunction studies in medically important parasitic 
organisms, especially those that have not belore been accessible to molecular genetic knockout approaches. 
One such organism is Entamoeba histo/ytica, the causative agent 01 amebiasis, which inlects about 500 mil
lion people and is the cause 01 clinical disease in over 40 million each year, mainly in the tropical and subtrop
ical world. We used PNA antisense oligomers to inhibit expression 01 an episomally expressed gene 
(neomycin phosphorotranslerase, NPT) and a chromosomal gene (EhErd2, a homolog 01 Erd2, a marker 01 
the Golgi system in eukaryotic cells) in axenically cultured trophozoites 01 E. histo/ytica. Measurement of NPT 
enzyme activity and EhErd2 protein levels, as well as measurement 01 cellular proliferation, revealed specific 
decreases in expression 01 the target genes, and concomitant inhibition 01 cell growth, in trophozoites treated 
with micromolar concentrations 01 unmodified antisense PNA oligomers. 

Although antibiotics have had a profound impact on morbidity and 
mortality due to bacterial disease since their introduction 50 years 
ago. those conditions caused by protozoan parasites have been 
affected to a much les..~er degree. Protozoan infections remain one of 
the largest unresolved problerns 01' world health l The difficulties 
arise mainly from the complexlty of protozoan parasite biology. 
Parasite life cycles. with thelr often drastic morphological and meta
bolic changcs. and the frequeOlly unusual biochemistries that char
acterize Ihem. have defied most efforts aimed at the elucidation of 
the factors that determine the natllre of the relationship between the 
parasite and its pussible hosts. Tools for prohing the functiotl of spe
eifie parasite genes. their biology. and the host -parasite relationship. 
are sorely needed in parasitology. 

With these considerations in mind. we evaluated lhe pOlentiaJ 01' 
PNA oligomers lO seleclively downregulale gene expression in lhe 
prolozoan palhogen E hislo/ytJca lO delermine their ulilily as lools 
for gene function sludies. PNAs are polynucleotide analogs in whieh 
lhe eOlire phosphale-sugar backbone has been replaced by an iso
rnorphic pseudo-peplidic chain lo whieh lhe four bases are linked. 
PN¡\s hiIV(' been shown 10 hind complementary natural polynu
cleot ide sequences wilh higher afflllily lhan lheir natural counU'r
parts. partially as a result 01" the extreme flexibilitv and neutrality 01' 
lhe artificial backhone. FlIrthermore. beca use proteases and nucleas
es do not recognize their artificial structure. PNAs are exceptionally 
stable in biological environments (as reviewed in reL 2). PNA 
oligornPrs have been used in the last few years as antisensf' and anti
gene agents in a variety of cell-free and cellu lar systelTl\. showing lhat 
they can efTectively and selectively downregulate gene expres..~ion 
when used at micromolar concenlrations (reviewed In ref. 3). The 
transcription and translation-inhibitory properties of PN¡\ 
oligomers are determined by length. composition (notablv 
purinl':pvrimidine ratio). ando critically in cdlular svstem~. pl'rJ1lP

ahilitv of target cellsz In the case of mammalian cells. the Iimitf'd 
penncabilitv DI' the cell rnernhrane to I'N¡\ has led to the deVl'lop-

ment of appropriate transport signals that. when covalenlly linked to 
the oligomer. increase lransport across the cell membrane and/or 
delivery into cel! nucJei3-6, In ElCherlchia eoli. the use of strains of dif
ferent permeability has revealed thal the efficacy of inhibition is 
determined by the entry of PNA into the cells7.S. 

Our group is concerned with the study of the biology of E. his
lo/ylica. an unusual eukaryote in terms of its rnetabolisrn and cellular 
architecture'l-tl. However. the diITiculties inherenl in the cultivation 
of E hislo/ylica trophozoiles and the lack of procedures for deletion 
of genes have made it very dimcult to perforrn classical genetic stud
ies airned at the characterization of phenotypes resulting from gene 
inactivation t2 . Several features of trophozoites (the metabolically 
active pathogenic stage) are critical for molecular genetic manipula
tion: (1) trophozoites in axenic culture cannot be grown sustainably 
at high densily in defined mediumt3 ; (2) they do not possess a sexual 
cycle l2 ; (3) cells in axenic culture exhibit a variable numher of nuclei 
(cornmonly one lo lwo, more rarely three or more)t4 and a variable 
DNA contentl'; and (4) they have a complex ploidy that. in a re("cllt 
study. has been estimated to be at least four l6 . 

Onlv recently. antisense strategies using plasmicls transcrihillg 
antisense messenger RNAs (rnRNAs) haY(' heen successfulJy Ilspd. 
allowing downregulation of speci[jc genes and the analysis of result
ing phenotypes in E. hlsto/ytlca t7.t8. The methodology used. however. 
requires the genes under study to be cloned and transfected iOlo 
cells. rnaintained episomally by selection at lIncertain copv numbers, 
and expressed by use of F."ll{élITlop.ba control elements 01' which our 
knowledge is still very limited tz . 

In this study. we report the use 01' PN¡\ uligorners as antisense 
agents for efTective and specific downregulation of expression of two 
genes. one episomal and the other chromosomal (N PT and EhErd2. 
respectively) in E. hislOJylica in culture. We reasoned that dOlVnregu
lation of NPT exprpssion. and thereror!' the ahilitv to detoxifv C41 R. 
under antibiotic selection should redllce the growth 01" trophowitl's. 
indicating that ¡hev were permeable to PNA. The J-:hErd2 gene. 

¡ IIlSlilf/1O d .. BiolCC/lologialU.'VAi'vl. Al'. Universidad 2001. 62210 Morelos. M"xicn. !Imlilllll" uf Riorhelllislry. Unil'ersily of Cenaa. Via"> Hrncd('{{() XV: I 16132. !tfl/}'. 
-'NiJljollal Canr..r 1Il5I/{f/Il". 1ST. [.argo R. Rcnzi. 16132 C/'{J(}iJ. Italy. 'Correspolldlng ifl/l¡'or (alil!ion(j-"ihc.f/llill7I.1I1'\"). 
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A 

:sí Figure 1. Distributi.on .01 antisense bi.otinylated PNAs in tr.oph.oz.oites .01 
.o strain HK9 alter 2 h (A.B) and 24 h (C,D) incubati.on wi!h 20 flM PNA. 

¡ ~~~~~~~~~;~~~~~~n;~~: ~~_n~n;~_~~r~~~!Ss ~~i;u~:Sc~~i~~~ent 
s::. dis tributi.on w ith large areas 01 high concentration apparent alter 2 h 01 
o. incubation (in green, corresponding 10 Alexa 488-streptavidin), which tend 
::J to condense by 24 h, with no detectable signar in !he nucleus (propidium e iodide, red). Most cells were !his permeable, and a vafiable degree 01 
" sequestration in vesicles was also observed. 
O) 

.!: 
s::. 
.!!! .o whirh is a h.omol.og .of a Golgi membrane recept.or described in 
~ marnrnalian and yeast cellsI9.10, was used t.o determine whether anti
Q.I sense inhibiti.on.of chr.om.os.omal genes is als.o achievable in the same 
:s PNA concentration range. An effect on ce,lIular proliferation could 
~ be also reasonably expected, in that Erd2 deleti.on in Saccharomyces 
..-
o 
o 
N 
@ ,-

cerevisiae has been sh.own t.o be very deleteri.ous, p.ossibly even lethal . 
presumably because .of its crucial ro re in the maintenance of end.o
plasmic reticu ~um functi.on l9 . In contrast t.o marnrnaJian cells, E. his
l.o/ytica is permeable 10 unm.odifted PNA, and inhibiti.on .of gene 
expressi.on is significant and easily achieved in a d.ose-dependent 
rnanner, saving the work .of cl.oning, transfecti.on, and selecti.on pro-
cedllres needed for plasmid-mediated antisense inhibiti.on. In addi
ti.on. PNAs coupled 10 appropriate signals have been recently sh.own 
t.o be efl"ective gene d.ownregulat.ors in an animal systern with n.o evi
dence.of t.oxicity11. T.ogether with .our ftndings, these studies indicate 
the p.otentiai .of PNA as a gene d.ownregulator in vivo t.o probe the 
molecular genetic foundati.ons .of E. hist.o/ytJca parasitism directly in 
animal m.odels. 

Results and discussion 
Permeability ortrophozoites to PNA. Figure I shows a rnaxirTlurn
intpnsity projecti.on.of HK9 troph.owites after a 2 h (Hg, I A,B) and 
24 h (bg, I CD) exp.osure t.o a 20 I1M.of a bi.otinylated antisense PNA 
directed against the first nucle.otides.or the N PT gene. The distribu
ti.on .of PNAs (green) after 2 h sh.ows a cl.ear uptake by the cells, with 
lluorescence restricted to the cyt.os.ol, partly in a diffuse pattern with 
¡¡reas of high concentrati.on and partly concentrated in what possibly 
are end.ocytic vcsicles. At 24 h the distributi.on remains cytos.olic and 
seerns 10 concentrate in what appear 10 be small vesicles. N.o PNA 
could be observed within the nucleus (red), We have tested perme
abJlitv 01' troph.owites 10 PNA with an extensive battery.of 13-.17-, 
I R- and 20-mers. bi.otinylated and directly coupled 10 rh.odamine, 
ami all have shmvn similar patterns.of entry and accumulation inside 
b.oth HK9 and HM-I :IMSS lr.oph.owites (data n.ot sh.own). 

Neomycin phosphorotransferase activity in PNA-treated 
trophozoites_ Transl"ected cells grown in 5 mJ cultures in the pres
et\C('.of 10 I1g/ml G41R in anaerobiosis \V('re incubated with 20 .uM 
NFO 17 ATG (experimental) .or NEOnSCR PNA (scrambled con
trol) and collected at 9G h. Lysates \Vere obtained as describcd in the 
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Figure 2. Ne.omycin phosph.orotransferase activity.ol Iysates .01 HK9 
tr.oph.ozoites treated wi!h 20 f.lM NE017ATG antisense PNA l.or 96 h, F.or 
c.omparis.on, 20 f.lM NE017SCR is a rand.om PNA .01 identical base 
c.omposiOOn. (A) AulOradiogram .01 sl.ot bl.ot.ol "P-Iabeled kanamycin, 
(B) Densit.ometry.ol aut.oradiogram in (A). (C) Percentage inhibiti.on ± S,dl, 
01 triplica te samples (by comparis.on 10 untreated c.ontr.ol), 

Experimental Prot.oc.ol, and identical quantities.of t.otal protein were 
lIsed f.or a kanamycin ph.osphorylati.on assay. A typical alll t.oradi
.ogram .of the sl.ot bl.ot assay .of HK9 cells grown f.or 96 h in the 
presence .of antibi.otic is sh.own in Figure 2A, Tw.o-dimensi.onal 
densit.ometry (Fig. 2B) revealed that inhibiti.on .of NlPT activity was 
70% (Fig, 2C) and \Vas sequence-specific. becallse the rand.om PNA 
.of identical base c.omp.ositi.on did n.ot give significant inhibiti.on, 
Results .of lhe densit.ometry readings are pl.otted as percentage inhi
biti.on .of NPT activity with respect t.o untreated c.ontrols. This level 
.of inhibiti.on is comparable t.o that recently rep.orted f.or arn.oebap.ore 
and the light chain .of the Gal-NAc lectin genes. d.ownregulated by 
means.of antisense mRNA lranscripti.on from plasmids t7 ,1B. 

EhErdl protein expression in PNA-treated trophozoites. 
Cultures.of exponentially growing troph.owites \Vere incubated with 
a 17 -mer antisense complementary t.o the ftrst 17 c.oding nucle.ot ides 
of the EhErd2 rnRNA (ERDI7ATG) .or its rand.orn control 
(ERO 17SCR). Protein expressi.on \Vas measured by western bl.ot .of 
celllllar Iysates (Fig. 3A). protein c.oncentrati.on was n.orrflalized and 
identical quantities l.oaded .ont.o 15% s.odium d.odecyl sulfate
p.olyacrylamide gel electroph.oresis (SOS-PAGE) gels and 
immun.obl.otted, Oensitometry .of duplicate samples revealed a 35% 
specilk decrease in EhErd2 protein expressi.on at an antisense PNA 
wncentrati.on.of 10 11M after 96 h.of incubati.on (Fig, 3). N.o signifi
cant decrease in EhErd2 expressi.on \Vas seen in cells treated with the 
rand.om PNA. 

A 

B 

Figure 3. Erd2 prolein levels in Iysates 01 HK9 lroph.oz.oites treated wilh 
10 flM "'RD17ATG antisense PNA lor 96 h, (A) Western blot.ol EhErd2. 
(B) Percentage inhibiti.on by densit.ometry (by c.omparis.on to untreated 
c.ontrol). 
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Figure 4. Effect 01 PNA treatment on trophozoite growth. (A) Treatment 
with anti·NPT PNA, Identical inocula 01 pTCV4·translormed HK9 (solid 
line) or HM· l :IMSS (dashed line) trophozoites were cultured in medium 
with 10 lIg/ml G418 with varying concentrations 01 NE017ATG or 
NE017SCR PNA (triangles) . The open symbols represent pTCV4· 
transformed HK9 trophozoites grown without antibiotic and treated with 
20 11M NE017ATG or random control PNA. (S) Treatment with anti
EhErd2 PNA. Identical inocula 01 HK9 trophozoites were cultured in 
standard mediumwith varying concentrations 01 ERD17ATG (solid 
circles) or ERD17SCR (open sQuare). Viable cells were counted 96 h 
post·addition 01 PNA and proliferation plotted as percentage 01 untreated 
(control) cultures , The error bars represent the standard deviation 01 the 
mean 01 triplicate determinations . 

Proliferation ofPNA·treated ceUs. Triplicate cultures of tropho· 

zo ites were incllbMed with PNA NEOl7 ATG ~t concentrations r~ng' 
ing from 1 to 20 !J.M in the presence of G418 at 10 !J.g/ml in standard 
medillrn, Trorhozo il es were cOllnred at 96 h and percentage growth 

(with respect to lIntreated cultures) plotted against concentration of 
PNA (Fig. 4A) . The 17 -mer ~ntisense PNA inhibited trophozoite 
proliferation in a dose-dependent manner. whereas the correspondo 
ing rand orn PNA did no!. The effect of the antisense 17 ·mer 'PNA 
w~s significant. with proliferation inhibited by 55% at a concentr~· 

lion o f 20 !J. M. No evid ence of antiproliferative activity \Vas observed 
in transfected ce lis nOI lIndergoing antibiotic selection, in which ~ 

decrease in expression of NPT would not be expected to afleCl 
lrophozoite growth (Fig. 4A, oren symbols). When trophozoiles 
were treated with ERD 17ATG PNA (Fig. 48), a similar dose· 

dependent effec:t on proliferation was observed. which correlatcd 
c10sely to the leve l of inhibition of EhErd2 levels at 96 h of incuba· 

lion , The cor responding random PNA (ERD 17SCI~) did not affeet 
cell growth, 

Althollgh PNA uptake is cvident, as measured by high·resolution 

confocal microscopv, inhibition of proliferation at 96 h is 55% for 
Neo and 51% for Erd2 antisense PNAs. Our hypothesis is tha!. 
IJec~use rnultinutle~ted ¡'.'lItamueúa cells are cornmonl I rnRN/\ levels 

likcly vary widely from cell to cell. Thus, the 55% inhiIJilion of prolif· 
era tion by NEOl7ATG andthe 53% inhibilion by m0217ATG 

probably renCCl averages 01' ce 111 populations in which inhibition is 
high and populations in which inhibilion is significanlly lower as il 
resu lt of higher Ic"els of NPT or Erd2 rnRNA, Sllldies done al the 
singlP·cell levp\. by microscopy or l10w cytornetry. sholJld pro\'idt' 
vahl~blt' plU'notvpk informiltion at vilriollS levds of inhiIJit ion of 

gene expression. These levels 01' inhibition may well be biologically 
signincant. in thilt Rrachil ilne! co\Vorker~ have found that ;¡ GOO¡,', 
decrc~s(' in illTlot'bapore cxprcssion (by antisense mR NA exprcssion) 
resllltt'd in 90% dl'(TCilSP in cylopathic activily 01' "i¡¡ ble tropho· 
zoitl'SH Our I~b()rarorv b active ly cngagcd in improving these levels 
01' inhibilion hy design o f ilppropriate lranspon signals for coupling 
10 the PNA oligorners, 

Tilken togethcr. our results suggcst that PNA oligorrl<'rs may pro· 
vide a valuable tool for genetic studies in E. histulylica, and milV pos· 
sib lv bl' o f IISl' in the s tlldy o f other org~nisms for which the 100ls 

necessary for gene knockollt and reverse genetics are IIot availablL-, as 

hrrp:lltnOlt:ch.l!dllJrt.'.fom M/\R(:112UOl 
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is the c~se for ~ large portion of pathogenic protozo~ns of particular 
importance in lhe tropical and subtropicaJ world. PNA o ligomers 
Ciln be manually synthesized and purified in lhe laboratory o n sca les 
needed for in vitroand small·animal in vivowork. As shown fo r anti· 

sense agents in mammalian cells. appropriate signals and/or delivery 
systems (such as liposomes) may be designed to irnprove PNA deliv· 
ery into E. histolytica cells. as well as for nuclear localization for stud· 
ies on trilnscriplional inhibition of gene expression, 

Experimental protocol 
Cells and culture. AII experiments \Vere none using Ihe HK9 ~nr¡ HM · 
I :I\JI5S strains, Results \Vere equivalenl in both slrains in ~ II cases, Cells were 
gro\Vn in TY·S medium supplemented with 15% newborn calf serllm lJ in 
se~led culture tubesor. in lhecase of cultures in mieroliler slirles. in ~n anaer · 
obie ineubalor (Forma Scienlifica, Marietta, OH) with a gas miXlure rom o 
posed of Nz: Hz:COz (90:5:5) at 37'C 

PNA synthesis. modlflcatlon. and quallty control. PN A oligomers were 
synthesized m~nually using solid· phase peplide synthesis (SPPS) by Boc 
chemistry using appropriate resins22. Biotinylation of par! of the synlhesis 
[lroducts for permeability studies was done befo re the final deavage from the 
re.sin, Synthesis products \Vere separatOO by reverse phase on a preparative 
r:olllmn using a linear 0-60% acetonitrile gradiem in 0,1% rrinuoroacelic 
acid in water. Peaks were analyzed in a Hewlett·Packard mass spectromPler 
fi!tOO wirh an electrospray apparatus (Harvard Instrumcnrs, Millis. MA), The 
high·performan.ce liquid chromatography (HPLC) fraerions wrresponding 
lO the complete synthesis pronuct were driOO and stored at 4"C Purity of rhe 
oligomers \Vas >95% by HPLC. Working stock solutions of PNA \Vere [lre
pared in sterile warer at a mncentration of 1 mM. PNAs synrllesiLNl were 
17·mers complemenrary to the first 17 nucleorides of NPT mRl\A coding 
sequenee (NEOI7ATG) or the EhErd2 mRNA (ERDI7ATG). designed for 
anriparallel hybridizarion (lIJe 3' end 01' the PNA corresponding ro rhe 
amidared C terminus) , A,s conlrols. scrambled sequences of identical compo· 
Sil ion ro eaeh anrisense oligomer were synthesizOO. The PNA oligomers 
synthesized complementary ro NPT m RNA were as follows: for NEO 17ATG, 
CO\J Hz·TACTAACTrGTICTACC-N Hl; fOl NEO I7SCR. CONHz· 
CATATATCTTGTACTCT·N H2' The PNAs complemenrary to EhErd2 mRNA 
were as follo\V5: for EROI7ATG. CON H¡-TACCACAAATTAGAAAA ·;\ fl ,,: 
fOl' EIW 17SCR CON H¡-CAATACATAAG ATAACA·N \-1 1, 

Cytochemlstry andfluorescence micro5Copy. Trophozoi tes grown on tiSSIl" 
mllure slides were fixed at 2 anrl 24 h after addilion of hiolinylarc<¡ PNA i1t 
20 ~l'V1 final coneentration, Cells were fixed with 2% [laraformaldehydc in 
50 mM L·lysine for 20 min ar room lemperalure, washOO four limes wilh 
PBS, permcabili.zed wirll 0,1% Tri ron X- lOO (Kodak) in PBS, anrl blúekecl 
wilh 5% nonfat milk (N'estle, Vevey, Switzerland) in PBS for lit, Slre[lravidin· 
Alexa 488 (at lllg/ml; Molecular Probes. Eugene. OR) \Vas added 10 rhe fixed 
and blockerl ce lis and incubaren al room remperalure for 90 min. Ce lls w"re 
washcd pxrensivcly ann eounlerstained with 2 Ilglnrl propirlilltTI iodide 
(\Jloleeular Probos), Samples were mounterl in ProLong anrif~de/n1ollnling 
11 red illll I (\Jlolenrlor Prnbl'S) anrl ol""""erl in a I\io, Rarl \;IRC600 SVSI ('11 I 

(Bio Ran Laboratories, 1 rercules, CA) nlred lO a Zeiss Axioskop. Oplical sli"es 
\Vere collected using lt>e rwo available nuoreseence channels and appropri_le 
filter blocks. The canfoeal dara sets \Vere collencd with a IOOx nlllllerical 
af'erlure 1.3 Plan Neonuar Oil imrncrsion lens and 180 nm z. ·Stcp: si ices are 
projl'Cted with the rnaxirrlllm·inrensity algorithm, Untrealed mntrol Mld 
Slreptavirlin·Alexa 4R8·stained prcf'ararions nor ex po sed 10 biorinylaled 
P\: A sho\vNi no signal al (he 5crlsitivity ¡Illd Jaser powpr srl lings lIS<'O. 

CeH transfcdion and vcctnrs. l:". hlslulytlrrt l r(Jp h ozoil(~s growiflg r'X¡HHIP.Cl 

tia\ly \Vere lransfocted using Effectene Lipofection Reagent (Boehringer 
;\:Iannhcim. \t1annheim. Cernl ilny) as instructcc1 by rllp. IIl,lTIufac:tllrer. \Viril 
lite ox,'eplion thar lipofoClinn was done in Oplil1101l1 (Gilwo BRI.. Crand 
Island, \Yl. Transformanrs \Ver e ,el~e r on Wilh incrcasillg arnounrs of G 4 IR 
(Genclicill: Sign la ,SI. Lo"is, i'v10) , ~nn prolifp.ritlion ~lId \PT ~c:liviry exper 
ilO~ms \Vcrc rlone with Irophozo¡I(~ growing in IT IN'tillln cOTllairliflg 

~ O )..lglllll illllibiolir. corrcsponrling lu a rrsistiln ce iru ll ~x of IJ'. The VfflOr 

IIsod in lll ese expcrimellts. callen pTCV4, is a IIIinilniz('rl derivative 01' rlre 
pTeV'! I' litSlnidZ] 

Mea.\urement of NPT actlvity. NeorIlydn pliosphnro rrar"for,lS(, acri" iI Y 
\vas IlI CilslnN"Í in crl! p.xtrans oh(<1if1f~rI frolO P!\ZA -tr('<ttct1 .t rld c:orllrol en! · 
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tures by a slot blot "=y using k"n"mycin "' substr"te for phosphorylationH 

Briefly. trophozoites were huvested at each time poim. w"shed. counted. 
Mld resuspended at 2 x 106 cells/ml in 50 mM Tris- HCI pH 7.5 with 10 mM 
pl,enylrnethylsulfonyl fluoride and I mM E-64. freeze-thawed three times 
using liquid nitrogen. and c1eared by centrifugation. Protein concentratioTl 
\ns normalized for all samples (BCA method. Pierce Chemical Co .. 
Rockford. IL). NPT activity was routinely measured in triplicate for each 
treatment and tirne point by adding 1.25 ]lg of Iysate protein to an excess 
kanamycin and ly2P]-ATP "nd incubating for I h. The amount of radioac
tive kanamycin was measured either by cutting the spots on the membranes 
and couming radioactivity in a scintillation counter (Beckman Instruments. 
Fullerton. CA) or. alternatively. by autorradiography in a Phosphorimager 
system (Molecular Dynamics. Sunnyvale. CA) and two-dimensional densit
ometric analysis with the freeware package NIH-Image version 1.62. Results 
are plotted as percentage inhibition with respect to control activity ± s.d. of 
triplicate determinations. 

Measurement of EhErd2 expresslon. Expression of EhErd2 was measured 
by quantitative western blot of trophozoite Iysates. Untreated cultures were 
used as control. Briefly. 96 h of incubation with antisense or random PNA. 
trophozoites were harvested. washed. counted. resuspended at 
2 x 106 cells/ml in PBS. Iysed in SOS-PACE. and protein concentration 
determined as for the NPT activity assay. Identical amounts of Iysate protein 
were loaded onto 15% SOS-PACE gels. separated electrophoretically. and 
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transferred anta Immobilon-P membranes (Millipore, Bedloni. \tIA). 
Membrancs were blocked. incubated with anti .. Erd2 raboit antibody (al 
I ~g/ml). ",Id developed with a goat-anti-rabbit--alk"line phosphatase anti 
body conjugate (Zyrned. S. S"n Francisco. CA) and RCIP/N BT (Zymed). 
Oensitometry was done using the N IH [mage 1.62 softw"re packagp. ResullS 
are plotted as percentage inhibition with respecl to control levels ± s.d. of 
duplicate determinalions. 

Measurement of trophowlte proliferation. Proliferation of PNi\-treated 
and control trophozoites was measured. in triplicate 5 mi cultures in mediulIl 
supplemented with 10 ]lg/ml C418 when appropriate. for eaeh time point by 
direct counting using a hemocytometer (Nellballer. Hallsser Scientific. 
florsharn. PA) and Trypan Blue. 
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Abstraet 

We have studied the intracellular distribution of proteasome subunits, corresponding to the catalytic (20S) core and the regu
latory (l9S) cap. in the extracellular protozoan parasite Entamoeba hislOlylica. Contrary to al! cel! types described to date. notably 
mammalian and yeast, in which the proteasome is found in the nucleus and actively imported into it, microscopic analysis and 
subccllular fractionation of E. hislOlylica trophozoites sho\V that the proteasome is absent from the nucleus 01' these cel!s. We 
speculate that. given the relative abundance of mono- and multinucleated trophozoites in culture, a relationship may exist between 
this unusual distribution of the proteasome and the frequent lack of synchrony between karyo- and cytokinesis in this primitive 
eukaryote. 
© 2003 Elsevier Science (USA). All rights reserved. 

KeYlI'ords: Enlamoeba hislOlylica; Proteasome; Co-Iocalization; Cell cycle 

In Entamoeba histolytica, the extracellular intestinal 
parasitic protozoon which is the etiological agent of 
amebiasis, the existence of a functional proteasome has 
been reported. This was determined by the purification 
of a proteolytic protein complex with a sedimentation 
value of 20S and which exhibits cross-reactivity with an 
antibody against proteasomal rt subunits (Scholze et al., 
1996). In addition, a functional ubiquitin-conjugating 
system has been described in E. histolytica (Wostmann 
et al., 1996) and expressed genes homologous to an Y

subunit and a non-A TPasc S2 subunit of the human and 
yeast proteasome have been identilled in this parasite 
(Hellberg et al., 1999; Ramos et al., 1997). The function 
of the proteasome has also been studied with inhibitors 
(such as lactacystin) in Entamoeba invadens and E. his
tolytica in its relation to trophozoite proliferation and 
differentiation into cysts (Gonzalez et al., 1999; Mak
ioka et al., 2002). 

In eukaryotic organisms, much of the regulated 
protein degradation is carried out by the proteasome. 
The proteasome is implicated in numerous biological 
processcs which include the proteolysis of abnormal or 
misfolded proteins, cel!-cyclc control, cel! differentia-

• Corresponding authnr. Fax: +52-777-172388. 
L-mail address: rstock@ibt.unam.mx (R.P. Stock). 

tion, metabolic adaptation, and in higher eukaryotes, in 
the cellular immune response. Many of these functions 
are ATP-dependent and linked to an ubiquitin-conju
gating system involving the 26S proteasome (Jentsch 
and Schienker, 1995). The eukaryotic 26S proteasome 
is a cylindrical complex of approxima tely 2100 kDa 
consisting of two particles, the 20S proteolytic core and 
the 19S regulatory cap. The 20S proteasome is a 
700 kDa protein assembly, composed of 14 homologous 
rt subuniLs and 14 homologous ~ subunits, arranged as 
four axially stacked heptameric rings. The two inner 
rings are composed exclusively of ~ subunits. which 
possess the catalytic activity, whereas the two outer 
rings are composed exclusively of rt subunits which ha ve 
no enzymatic activity. The regulatory cap can bind to 
one or both of the outer rings of the 20S proteasome. 
Once bound, it confers upon the 20S core the specific 
ubiquitin- and A TP-dependent protein degradation ac
tivity. This 19S regulatory cap is a 700 kDa protein 
complex consisting of 20 subunits which fal! into two 
c1asses, the ATPases, which contain a homologous 200-
amino acid domain with ATP binding motifs and the 
non-ATPase proteins (DeMartino and Slaughter, 1999). 

In mammalian cells. the proteasomc is found both in 
the nucleus and in the cytoplasm, with a higher abun
dance, general!y, in the lalter although it is activcly 

(JO 14-4X94/03/S - s~~ ('ront matt~r © 2003 Elscvier Scicnce (USA). All rights r~scrvcd. 
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imported in ,to the fonner (Palmer et aL. 1996; Petcrs 
et al., 1994; Yang et aL. 1995), In an unicellular eu
karyote such as yeast. proteasomes are localized almost 
exclusiveJy in the nucleus (Enenkel et aL. 1998; Russell 
et aL, 1999; Wilkinson el aL. 1998), 

En/amoeha /¡isro~)'r;ca is an unusual eukaryolic ceIl in 
many respects. IL is a morphologicalIy simple organism, 
as no organelles such as milochondria. peroxisomes, 
endoplasmic reticulum (ER), and Golgi system are ap
parenl, and cytoskelelal organizaLion is conspicuously 
absent (Bakker-Grunwald and Woslmann. 1993), In 
addition, axenicalIy cultured trophozoiLes have the 
peculiarity that mulLinuclealed ceJls are common. indi
cating that nuclear division and cytokinesis are o~len 
uncoupled (Das and lohia, 2002), a fealure iL shares 
with sorne prirnitive arniLochondriate eukaryoles (Mar
gulis and Dolan, 1997), 

To determine the subcellular 10calizaLion of lhe E 
hisrolyrica 20S and 26S proleasorne cornplexes, we pro
duced two specific antibodies: one againsl a component 
of the 20S proleolytic core and lhe other against one of 
the 19S regulatory cap, Frorn an E histolytica DNA se
quence hornologous to ScPUP2 (an rl subunit ofthe yeasl 
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Fig. 1. (A) Specific immunodetection ofrecombinant ct and S2 subunits 
by purified' antibodies, Lane 1: 100 ng of Iysate protein from Escheri
chia coli expressing recombinant EhctS probed with inununopurified 
rabbit anti-EhctS, Lane 2: 100 ng of Iysate proteio from E. coli ex
pressing the recombinant fragment (25 kDa) of EhS2 probed with 
immunopurified rabbit anti-EhS2, (B) Detection of EhctS and EhS2 in 
Entamoeba hislolylica Iysates (25,000 ce'lls) with immunopurified an
tibodies, Lane \: rabbit anti-EhctS. Lane 2: rabbit anti-EhS2, The 
working concentration of anti-proteasome antibodies was 2/lg/ml, 
secondary antibody was an anti-rabbit alkaline phosphatase conjugate 
(Zymed) and the substrate was BCIPINBT (Zymed). 

Fig. 2. Detection of 20S and 19S proteasome subunits in paraforrnaldehyde-fixed Entamoeba hislolylica trophozoites. (A-F) Maximum intensity 
projections of cquatorial con focal slices (0.18 ~ z-step) of propidium iodide and rabbit- anti-proteasome=stained trophozoites. Immunodeteclion 01' 
EhetS nI' the 20S cnmplex (A) and EhS2 suhunit of the 19S complex (D). Panels lB) and (E) show DNA staining with propidium iodidc. Thc su
perimposition oí' the data 01' both channels is shown in panels (C) and (F) (proteasome in green and DNA in red). Entomoeba hislnl!'lica tropholOilcs 
of the HK9 slrain were cultured axenically at 37 oC in ITI-S-33 medium (HM-I :IMSS trophozoites showed an identical staining pattern. data not 
shown). Expnncntially growing trophozoites were allowed to adhcrc onlo coverslips and tixcd. perrneahilized and stained as descrihed previously 
(Ju,írez el al .. 2001) . Anli-proteasome anlihodies "'ere used at 10 /lg/ml and secondary antihody was a goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 conjugale at 
2 ¡¡g/mI (Ylnlccular Prohes). PropidiLUn iodide \Vas used at I ~g/ nll after RNAse trealment of the cells. Confocal dataseIs were cnllectcd \\'ilh a Bio
RJd MRC(,OO cnnrucal system 'iHed on a Zeiss Axioskop \Vith a collar-corrected I'lanapochromat 100x NA 1.4 oil inunersion ohjcctive under f'ully 
conrocal condilions and using appropriale filler blocks. Controls with only secondary anlihody conjugate gave no delectable signal al Ihe powcr. 
exposurc, and gain scttings used . Bar is 10 ¡.un. 
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proteasome; Coux et al., 1994) that we previously re
ported (Ramos et al., 1997). we cloned, expressed, and 
purified a His-tagged 26 kDa et-subunit recombinant 
protein (EhetS). This protein was used as immunogen to 
produce rabbit antiserum against the 20S proteasome. 
Rabbit antibodies against the 19S regulatory complex 
were obtained using a 25 kDa recombinant protein 
(EhS2) as immunogen. This protein spans 257 amino 
acids of the C-terminus of an E. histolytica homologue of 
a yeast and mammalian non-A TPase S2 subunit (Hell
berg et aL, 1999). Antibodies were purified by affinity 
chromatography against affinity-purified recombinant 
immunogens. As shown in Fig. I (panel B, lane 1), the 
antibodies obtained against the et subunit of E. histolytica 
(EhetS) recognize a single band of the expected size 
(~25 kDa) in ameba Iysates. In the case of the antibodies 
against EhS2, these recognize predominantly a high 
molecular mass band (Fig. 1, panel B, lane 2). The high 
molecular weight band corresponds to the predicted 
(92 kDa) molecular mass of the complete EhS2 protein 
(Hellberg et al., 1999). 

In E. histolytica, nuclear localization of EhetS (20S 
complex) and EhS2 (19S complex) was not apparent by 
high resolution confocal microscopy datasets . Equatorial 
oplical slices of doubly stained trophozoites clearly show 
that both 20S (Figs. 2A-C) and 19S (Figs. 2D-F) pro
teasome subunit signals fail to localize in the nucleus as 
defined by propidium iodide staining. Instead, all signal, 
from both subunits, was observed exclusively in the cy
tosol, exhibiting a homogeneous distribution throughout 
the volume of the trophozoites without any apparent 
exclusion of compartments that would resemble the ER 
and Golgi apparatus, as observed in other ceIl types 
(Reits et al., 1997). The exclusion ofEhetS and EhS2 from 
the nucleus is striking, since in aIl ceIls studied to date the 
proteasome is present in both the cytosol and nucleus, 
and in yeast most of it is in the nucleus. 

To verify this finding, we purified whole trophozoite 
nuclci by gentle Iysis and performed an immunoblot of 
nuclear and cytosolic extracts of trophozoites (Fig. 3). 
The results are clear-most if not aIJ signals of the 20S 
and 19S proteasome is cytosolic. If there are functional 
proteasomes in the nucleus of trophozoites, they are in 
very low quantity. A blot with nuclear extracts probed 
with a monoclonal antibody against histones and anti
body against EhetS was performed to demonstrate the 
integrity of the nuclear fraction used (Fig. 3, inset). 
Thesc results eonfirm the previous microscopic obser
vation and prove a novel proteasome distribution in E. 
histu/¡:tica trophozoites. 

It has becn put forth that the activitics of the pro tea
sorne faH into two categories: degradation of rcIatively 
long-lived proteins in the cytosol and rapid turnover of 
short-lived proteins in the nucleus. The lalter has been 
shown to be rdated to regulation of the ceIl cycle 
(Hochstrasser, 1995). In S. cerel,isiae, the nuclear fraclion 
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Fig. 3. Detection of EhaS and EhS2 subunits in nuclear and cytosolic 
extracts. Lanes 1 and 3: 251lg of nuclear fraction protein. Lanes 2 and 
4: 251lg of cytosolic fraction protein. Lanes I and 2 were probed with 
rabbit anti-EhOtS (20S) antibodies and lanes 3 and 4 were probed with 
rabbit anti-EhS2 (l9S) antibodies. The 48 kDa band probably repre
sents a minor degradation product consequence of the lengthy ma
nipulation for purification of nuclei, as it is absent when total Iysates 
are quickly obtained in SDS-PAGE sample buffer (see Fig. )) . Inset : 
slot blot of 10 Ilg nuclear protein probed with an anti-histone pan 
monoclonal antibody (H: Boberinger # 1492519. detects a conservcd 
epi tope of histones H 1, H2A, H2B, H3, and H4) and an ti-EhcrS (P). 
Trophozoites were centrifuged for 15 min at 500g and then resus
pended at 9 x 106 cellsjml in 15mM Tris- HC1I15mM NaCI/0.5% 
NP40/5 mM PMSF/0.5 mM E64, pH 8. Tropbozoites were Iysed 
manually and the extent of Iysis monitored under the microscope. The 
trophozoite Iysate was centrifuged for 15 min at 500g to separate the 
cytosolic fraction (supematant) from the nuclear fraction (pellet). 
Nuclei were washed once with 3 mI of PBS and further purified by 
centrifugation for 12 min at 6000g on a 1M sucrose gradient. Protcin 
quantitation of the cytosolic and nuclear fractions was done with the 
Micro BCA kit (Pierce). 

seems to be crucial, as 80% of the proteasome is f ound in 
the nucleus (R usseIl et al., 1999). Furthermore. mutations 
in pro tea sorne genes in yeast are often lethal, affecting 
steps in ceU cycle progression (Emori et al., 1991 ; Fu
jiwara et al., 1990; Rinaldi et al. , 1998; Wil lkinson et al. , 
1997) and proteasome inhibitors have been shown to 
interfere with cell cycle progression and ceIl fate in 
mammalian ceH systems (Fenteany and Schreiber. 199X). 
However in E. invadens proteasome function seems not to 
be essential for trophozoite proliferation. but only for 
differentiation into cysts (Gonzalez et aL .. 1999), whereas 
in E. histo/l'tica lactacystin inhibits growth at relativeJy 
high concentrations (Makioka et al.. 2002). 

In Schizosaccharomyces pombe, mutations in a group 
of genes implicated in septum formation (sid. septum 
initiaüon defcctive) result in a block of cytokinesis but the 
ccUs undergo multiple cycles of S and M phases and be
come multinucIeated and highly clongatcd before they 
Iyse (Balasubramanian et al., 2000). In facl. fai1ure ofthe 
pro tea sorne to localizc in the nucleus correlates with an 
arres! at anaphase (Tatebe and Yanagida. 2000). How
ever, both these situations (absence of nuclear pro tea
sorne and muItiple S and M rounds without cytokinesis) 
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seem frequcnt in E. histolytica in culture (Das and Lohia. 
2002) and bi- and multi-nucleated cells are viable. 

In this study we show that neither the catalytic nor 
regulatory proteasome complexes localize to thc nucleus 
of E. hislolytica trophozoites, and by analogy to studies 
in yeast. suggest that it may be related to the frequent lack 
of synchrony between karyokinesis and cytokinesis. The 
cell cyc1e is a fundamen tal area of research to which much 
effort is being devoted, and the concerted division of 
nuclear and cytoplasmic material has been proposed to 
be the result of the coordinated action of numerous 
structural and regulatory genes, in which the proteasome 
plays a central role. Studies ofnuc1ear and cell division in 
cells such as those of E. histolytica will surely provide an 
instructive counterpoint to those of the cell cyc1e of 
model eukaryotic organisms in which nuclear and cell 
division are tightly coordinated. 
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Abstraet 

The Sec6l r:J. protein is defined as a highly conserved essential integral component 01' the endoplasmic reticulum in eukaryotic ceUs. 
We report a detailed immunolocalization 01' the Enlamoeba hislOlylica homologue of tbe Sec61r:J. subunit (E/¡Sec61 r:J.), which shows an 
irregular pattern throughout the cell and is also found on the cel! surface, its effective down-regulation by means of antisense peptide 
nucleic acids and its effects on cell proliferation, subcellular distribution of two virulence factors, and the ability of the trophozoites 
to cause liver abscess in bamsters. Although Sec61r:J. levels are specificaJ1y decreased in antisense PNA-treated trophozoites, which 
proliferate more slowly than the controls, mobilization of the cysteine protease 5 and amoebapore to tbe cell surface is not signifi
cantly impeded and the capacity to induce liver abscess in hamsters is largely unaffected. The implications of these findings are dis
cussed in the context of the peculiar cell biology of E. hislOlytica. 
© 2005 Published by Elsevier Inc. 

Index Descriptors and Abbreviations: Entamoeba histolytica; Endoplasmic reticulum; Sec61a subunit; Abscess; Antisense peptide nucleic aeid; CP5, 
eysteine protease 5; ER, cndoplasmic rcticulum; PNA. pcptide nuclcic acid 

1. Introduction 

The Enlamoeba hislO(vtica trophozoite, the etiologic 
agent of amebiasis in humans, is a motile, fluid, and 
activeiy phagocytic and secretory cel!. One 01' the most 
salient characteristics 01' E. hislolylica is the apparent 
lack of fixed structural compartments identifiable by 
microscopy. In rae!. E. hislolylica has often been 
described as devoid, among other things. of intracellular 
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compartments morphologically equivalenl lo the Endo- 39 
plasmic Reticulum (ER) and Golgi system (Martínez- 40 
Palomo, 1986), which are responsible for an important 41 
part or post-translational modification and protein 42 
traftic in model systems such as yeast and mammalian 43 
cells. Although the E. hislOlylica cell is very atypical by 44 
comparison to other eukaryotes, in the last few years 45 
evidence, both biochemical and gene tic, has been 46 
aCL:umulating which demonstrates the existence of 47 
post-translational protein modification. Thus. somc 48 
cnzymatic activities associated to post-translational 49 
modification of proteins have been characterized (Var- 50 
gas-Rodríguez, 1998; Villagómez-Castro et aL. 1998), 5 I 
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52 and al1 assortment of genes closely homologous to com-
53 ponents of the secretory pathway of model eukaryotes 
54 have been cloned and sequenced (Gutiérrez et al., 2000; 
55 Juárez et al., 2001; Ramos and Alagón, 2000; Ramos 
56 et al., 1997; Saito-Nakano et al., 2000; Sánchez-López 
57 et al., 20(0). Furthermore, a recent study established that 
58 Brel'eldin A (BFA), which in other systems inhibits 
59 Golgi-dependent transport, partially affects adhesion of 
60 trophozoites to a fibronectin substrate as wel! as several 
61 exocytic and transport processes in vitro. The authors 
62 conclude that two mechanisms, one akin to the BFA-
63 sensitive 'classical' vesicular transport and another 
64 alternate, inducible, BF A-insensitive system, coexist in 
65 E. histolytica (Manning-Cela et al., 2003). Al! these data 
66 contribute to a growing body ol' evidence available 
67 today which points to tbe existence of protein traffic and 
68 sorting systems functionally equivalent to those of other, 
69 better studied, eukaryotes. They also indicate that at 
70 least sorne important aspects ol' protein traffic and 
71 processing are likeJy to differ significantly from textbook 
72 model systems. 
73 In an effort to understand the spatial organization 01' 
74 protein traffic in E. histolytica, our laboratory has, over 
75 the last few years, cloned and analyzed the intracellular 
76 distribution of several ER and Golgi marker genes 
77 highly homologous to those of model organisms. One 
78 such gene, reported by Sanchez-Lopez et aL (2000), is the 
79 homologue of the SEC61 gene ol' Saccharomyces cerevi-
80 siae, or Sec61 C( in mammals, which codes for a key struc-
81 tural component of the translocation system known as 
82 the translocon, which has been the object of in tense 
83 studies (reviewed in Eichler and Duong, 2(04). Func-
84 tional studies in this multiprotein system, in which 
85 Sec61 C( is thought to conform an aqueous pore, suggest 
86 that it is responsible l'or the translocation of nascent pro-
87 teins with signal peptides into the ER by a complicated 
88 series 01' interactions between the nascent peptide-
89 mRNA-ribosome complex, the signal recognition parti-
90 eJe (SRP) complex itsell' composed of several proteins 
91 and an RNA scaffold (Walter and Blobel, 1980; Walter 
92 and Johnson, 1994) and the translocon complex, which 
93 cll lminates with the cotranslational entry of the peptidc 
94 into the lumen or the membrane of the ER, where it wil! 
95 be further modified and continue to subsequent destina-
96 tions within the cell or be secreted. In S. cereüisiae, the 
97 SEC61 gene is essential, presumably beca use its absence 
98 severely hampers protein traffic since the translocon is 
99 thought to be an obligatory early poi n t ol' entry into the 
100 protei.n modification and sorting systems (Stirling et al., 
101 1992). 
102 In mammalian cells, a detailed study of cytolocaliza-
103 tion 01' Sec61C( revealed that although most of the sig-
104 nal could be found in the perinuclear ER and ER-
105 Golgi intermediate compartment (ERGIC), as could be 
106 reasonably expected, a diffuse reticular labeling 
107 throughout the cdls was also evident. The authors con-

cluded that Sec6 1C( is recycled from more distal com- 108 
partments back into the ER-ERGIC although no 109 
known localization signals have been detected in 110 
Sec61 C( (Greenfield and High, 1999). This study did not 11 1 
pursue the question of whether Sec61 C( (and the other 112 
markers they examined) are functionally in volved in 113 
protein translocation in these distal compartments, or 114 
whether they are part 01' non-functional structures 115 
awaiting recycling. 116 

In the amitochondriate protozoan parasite Giardia 117 
intestinalis distinct compartments can be revealed by 118 
the use of ER molecular markers, both in proliferating 119 
as well as encysting Giardia trophozoites. A similar 120 
pattern, with strong perinuclear signals progressively 12] 
weakening toward the cellular periphery could be 122 
observed (Marti et al., 2003a,b; Müller et al., 2003). 123 
Although the nature of the Golgi in this cell~in terms 124 
of its origin, structure and functionality in develop- 125 
mental stages-still remains the subject ol' debate, it is 126 
quite clear tha t an equivalent of the ER exists and can 127 
be defined spatially and l'unctionally. In the intracellu- 128 
lar Microsporidia, the eukaryote with the smallest 129 
genome, genes coding for two subunits of the Sec61 130 
complex are found, pointing to the ubiquity and con- 131 
servation of the SEC61 gene group (Beznoussenko 132 
Mironov, 2002). 133 

In cel!s in which a rough endoplasmic reticulum 134 
(RER) has been described, most notably higher animal 135 
cells, there is an evident spatial coupling of mRNA 136 
export and translation/translocation, as translatiol1 01' 137 
the exported mRNA occurs at, or in the near vicinity oC 138 
the outer leaflet 01' the ER boundary, maximizing the 139 
probability 01' transloca tion of nascent peptides with 140 
appropriate signal sequences across the translocon of the 141 
ER-cytosol interface, and the initiation of their transit 142 
through the ER- and Golgi-dependent pathways. In the 143 
case of Giardia, the strong perinuclear labeling which 144 
fades toward the cellular periphery suggests a similar 145 
arrangement. Thus, reasonably fixed spatial relation- 146 
ships condition the functional relationships between suc- 147 
cessive compartments. In the case 01' E. histolytica, the 148 
equivalent ofthe RER and fixed compartments have not 149 
been described despite detailed electro n microscopy 150 
studies, and whether they are altogether absent or their 15 ] 
structure is very labile remains a very open question, and 152 
one that has important implications for the functionality 153 
ol' the secretory pathway in terms of the modcls that may 154 
be devised or used to understand it (Bcznoussenko 155 
Mironov, 2002; Storrie and Nilsson, 2002) and to the Jil'e 156 
circumstances, the cellu lar physiology and pa thogenic 157 
potcntial of E. histo(vtica. 158 

Ulceration and destruction of host tissues. notably 159 
the colonic epithclium and the liver, resul ting from infec- 160 
tion by E. hislo(vtica are though t to be the result of inter- 161 
actions between parasite factors and host ractors. 162 
E histolvtica l'actors that influence the ability 01' the 163 
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164 trophozoite to invade and cause tissue damage inelude, 
,165 among others, pore-forming peptides (amoebapore; 
166 Leippe, J 997), a galactose N-acetylgalactosamine (Gal-
167 GaINAc)-specific lectin (Petri et al., 2002) and a family 
168 01' at least scven cysteine proteases (Que and Reed . 
169 1997). Although the mechanism of invasion is far from 
170 being understood, several studies, particularly those 
171 using antisense methodologies, suggest that these factors 
172 are implicated (reviewed in Bracha et al ., 2003; Petri and 
173 Ramakrishnan, 1999). Therefore, the invasion process 
174 must perforce be linked to the protem processing and 
175 traffic systems of the E. hislOlytica trophozoite, as sorne 
176 factors are post-translationally modified (such as the 
177 Ga'I-GaINAc lectin, which is glycosylated) and localized 
178 to the cell membrane (the Gal-Gal-NAc lectin and the 
179 cysteine pro tease 5, CP5), and sorne are localized to the 
180 cell membrane and actively secreted (amoebapores). A 
181 non-pathogenic elose relative of E. histolytica, Ent-
182 amoeba dispar, does not cause disease, but not all E. his-
183 to~vtica (sensu stricto) infections culminate in invasion, 
184 which has led to the proposal that there are strains of 
185 variable pathogenic potential in a complex interplay 
186 with host factors, which are of course harder to define, 
187 and which possibly inelude genetic (such mucin gene 
188 alleles, immune determinants) as well as environmental 
189 components of importance (i.e., diet, specific intestinal 
190 flora; Campbell and Chadee, 1997). 
191 We performed a detailed immunolocalization of 
192 Sec61::t subunit in the E. histolytica trophozoite, and 
193 decided to study sorne of the effects 01' its down-regula-
194 tion under the working hypothesis that its role should be 
195 simi lar to the one described in model systems. That is, 
196 that it constitutes a common denominator for post-
197 translational processing and traffic of many components 
198 of the trophozoite, presumably including sorne virulencc 
199 factors , and that it rnay possibly be an essential gene as 
200 in yeast. As a tool for down-regulation 01' the gene we 
201 dccided to use an antisense PNA 17-rner cornplernentary 
202 to the Sec61 ct subunit rnRNA. We have previously 
203 shown that unrnodified PNA oligorners are taken up by 
204 E. histolytica trophozoites and are effective and specific 
205 antisense down-regulators of protein translation in this 
206 parasite (Stock et al., 2001). We followed sorne of the 
207 effects 01' lowcrmg the steady-state level 01' Sec61 on the 
208 viability and proliferation of trophozoites, the distribu-
209 tion of the CP5 protein and of arnoebapore on the sur-
210 face 01' the cell, and the virulcnce of the trophozoites in 
211 terrns of liver abscess forrnation in hamsters following 
212 in traportal injection of trophozoites. We discuss sorne 
213 implications 01' the structure 01' the compartments visual-
214 ized by the observed distribution of the Sec61ct subunit 
215 a nd other markcrs in E. hislO(vtica trophozoites, and 
216 t heir possible relation to other characteristics 01' this ver y 
217 unusual celI which may impinge on the structural 
218 rcquirements and constraints of its post-translational 
219 and protein targcting systcms. 

2. Materials aod methods 

2.1. Cells and cultures 

220 
221 
222 
223 

The E. hislOlytica strain HM-I :JMSS was used 224 
throughout this study. Jt was cultured anaerobically in 225 
TYS-33 medium as previously described (Diamond 226 
et al., 1978). 227 

2.2. PNA synthesis and characterization 
228 
229 
230 

An antisense PNA 17-mer was synthesized which is 231 
complementary to the first 17 nudeotides (5'-AUG 232 
GGAGUGUUUUUCAA-3') of the coding sequen ce of 233 
E. histolytica Sec61ct subunit gene (Eh Sec61, GenBank 234 
Accession No. A Y730760) by manual solid-phase syn- 235 
thesis using commercial PNA monomers (perSeptive 236 
Biosystems) and published protocols (Egholm et aL 237 
1993). A control PNA 01' the same length and base com- 238 
position but of scrambled sequence was also synthesized 239 
and used as control. All PNAs were purified by reverse- 240 
phase HPLC, using a C18 column and acetonitrile gradi- 241 
ents, to greater than 95% purity and their molecular 242 
masses determined by electrospray ionization mass spec- 243 
trometry (ESJ-MS). The two PNA oligomers used in this 244 
study were: antisense NH 2-TTGAAAAACACTCC 245 
CAT-CONH2 and scrambled NH 2-ATATAGACAC 246 
ACTT ACC-CONH 2. According to convention, the 247 
amino-terminus of the PNA analog is considered equiv- 248 
alent to the 5' of oligonueleotides, and thus they were 249 
designed for antiparallel hybridization (carboxyl termi- 250 
nus of the PNA apposed to the 5' of the coding 251 
sequence). Although antisense PNA design remains 252 
largely empirical, in our hands 17-mer PNAs directed 253 
against the initial coding nueleotides of E. histolytica 254 
genes have been effective antisense down-regulators of 255 
cxpression in five out of six cases. A useful systematic 256 
study of antisensc PNA design for mammalian ce lis is 257 
that 01' Doyle et al. (200]). 258 

259 
2.3. Antibodies to Sec61 260 

261 
The specifIc antibodies used in this study were those 262 

reported by Sanchez-Lopez et al. (2000). The antibodies 263 
were obtamed by immunization with the carboxy-termi- 264 
nus of heterologously expressed E. histolytica Sec61 ('l 265 
subunit, affinity-purified against the recombinant immu- 266 
nogen and detect a singlt: band of t he expected molccu- 267 
lar mass in western blots 01' whole E. histolytica 268 
trophozoite Iysates. 269 

270 
2.4. Antibodies 10 l' irlllence /acrors 271 

272 
Specific rabbit antibodies against CP5 were obtained 273 

by immunization of NZW rabbits using the synthetic 274 
peptide NH2-CETCTYDKKK VAV-CONH 2 (dcscribcd 275 
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276 by Jacobs et al., 1998) conjugated to bovine serum albu-
277 min via the terminal Cys residue. These in turn were 
278 affinity purified using the peptide coupled to CNBr-acti-
279 vated Sepharose beads by standard procedures. Affinity-
280 purified antibodies to amoebapore were obtained in 
281 rabbits immunized with pure active amoebapore 01' 
282 pathogenic E. histolytica HM-l:IMSS trophozoites 
283 (Leippe et al., 1991; Loew et al., 1983; Pick, 1981) and 
284 were a kind gift 01' the group 01' Dr. Ruy Pérez-Tamayo. 
285 
286 2.5. Fluorescence microscopy 
287 
288 Cells adhered to glass coverslips overnight (in culture 
289 medium) in an anaerobic chamber were fixed with 4% 
290 paraformaldehyde for 30 min at 37 oC, washed four times 
291 with phosphate buffered saline (PBS), permeabilized with 
292 0.2% Triton X-lOO (Kodak) in PBS, and blocked with 
293 5% non-fat milk (Nestlé, Vevey, Switzerland) in PBS for 
294 1 h at 37 oc. The specific antibodies against Sec61 C( sub-
295 unit (at 5

1
¡.tg/ml) were added to the fixed, permeabilized 

296 and blocked ce'lls and incubated at room temperature for 
297 I h. After extensive washing, a goat anti-rabbit-Alexa 488 
298 conjugate (at 1 ¡.tg/ml, Molecular Probes, Eugene, Ore-
299 gon) was added and incubated at room tempera tu re for 
300 1 h. Cells were washed extensively and, in the Sec61 local-
30 I ization studies with permeabilized cells, they were coun-
302 terstained with 2 ¡.tg/ml propidium iodide (Molecular 
303 Probes) in PBS after RNase treatment for 30min 
304 (100 ¡.tg/ml). In the case 01' non-permeabilized cells, the 
305 Triton X-lOO, RNase and counterstaining steps were 
306 omitted and blocking 01' residual reactive sites 01' the fixa-
307 tive was done for 30min in 50mM NH4Cl in PBS pH 7.4. 
308 Samples were mounted in ProLong antifade/mounting 
309 medium (Molecular Probes) or Vectashield (Vecta Labo-
310 ratories) and observ.::d either in a Bio-Rad MRC600 sys-
311 tem fi Hed to a Zeiss Axioskop or a Zeiss 510 Meta 
312 mounted on a Zeiss Axiovert. Optical slices were col-
31 3 lected using t he a vaila ble l1uorescence channels and 
314 appropriate dichroic/filter combinations under fully con-
315 focal conditions. When indicated, slices are proj,ected 
316 with the maximum-intensity algorithm. Controls with 
317 secondary antibodies showed no signal at the gain and 
318 laser power settings used. 
319 
320 2.6. Digital microcinematography 
321 
322 HM-I :IMSS trophozoites in PBS were photographed 
323 every 500 ms (2 frames per second) in a Nikon E600 
324 microscope with a a 60x DIC objective (and appropri-
325 ate prisms/polarizers) using a CoolSnapHQ CCD camera 
326 (Roper Scientific) controlled by IPLab software (v. 3.6, 
327 Scanalytics, Fairfax, USA). In the Quicktime movie 
328 frames are played at 10 fps (so movement is accelerated 
329 five times with respect to the original time series). Stage 
330 displacement in the x- y axes to follow the trophozoite 
331 was done manually. 

2.7. Antisense inhibition o/ EhSec61 expression and 332 
Western blot 333 

334 
PNAs were used from 1 mM stock s in water. Identical 335 

cultures 01' exponentially growing trophozoites in growth 336 
medil!lm were exposed to 20 ¡.tM 01' the antisense PNA or 337 
the scrambled PNA for 96 h. Otherwise identical control 338 
cultures without PNA were always included. Expression 339 
of Sec61C( was measured by norrnalized quantitative 340 
Wester l1 blot of trophozoite Iysates (Stock et al., 2001). 341 
Brief1y, after 96 h of incubation with antisense or scram- 342 
bled PNA of identical trophozoite cultures, trophozoites 343 
were harvested, washed, counted, resuspended at 344 
2 x 106 ce lls/m I in PBS, Iysed in SDS-PAGE sample buffer 345 
with 0.5 mM E-64 (Sigma) and 25 mM phenylmethylsufo- 346 
nyl f1uoride (PMSF) and the protein concentration deter- 347 
mined (BCA method, Pierce Chemical, Rockford, IL) and 348 
normalized for all samples. ldentical amounts of Iysate 349 
protein in identical volumes were loaded onto 15% SDS- 350 
PAGE gels, separated electrophoreticalfy, and transferred 351 
onto Immobilon-P membranes (Millipore, Bedford, MA). 352 
Membranes were blocked, incubated with the affinity- 353 
purified anti-Sec61C( rabbit antibody (at I ¡.tg/ml), and 354 
developed with a goat-anti-rabbit-alkaline phosphatase 355 
antibody conjugate (Zymed, San Francisco, USA) and 356 
BCIPINBT (Zymed). Densitometry was done using the 357 
NIH Image 1.62 software package. Results are plotted as 358 
percentage inhibition with respect to untreated control 359 
levels ±SD oftriplicate determinations. 360 

2.8. Fluorescence activated cel! sorting (FACS) 
361 
362 
363 

For f10w cytometric studies, identical inoculi 01' 10,000 364 
cells in 5 mi of growth medium were incubated with the 365 
antisense and scrambled PNA at 20¡.tM as described 366 
aboye. The cells were collected at 96 h by centrifugation, 367 
fixed in suspension with 4% paraformaldehyde for 30min 368 
at 3rC, washed extensively, and bloeked for 1 h at 3rC 369 
in 50mM NH4Cl. Staining with rabbit anti-CP5 or anti- 370 
amoebapore at IO¡.tg/ml was done for I h, the cells were 371 
extensively washed and incubated for 1 h with I ¡.tg/ml of 372 
the secondary antibody (goat-anti-rabbit Alexa 488 conju- 373 
gate, Molecular Probes), washed , resuspended in I mi PBS. 374 
and ana- Iyzed in a Becton-Dickinson FACS system using 375 
the CellQuest software and appropriate settings for power, 376 
gain al1d gating. 10,000 events were counted for analysis of 377 
each sample. A sample 01' cells stained with the fluorescent 378 
antibody conjugate only were includcd as contrals. 379 

380 
2.9. lndllction o/ amoebic tiver ahscess in hamsters 381 

382 
Four hundred grams hamsters were used for each 383 

experimenta l group. Anesthetized animals wcre injected 384 
intraportally with 1 x 106 viable HM-I :IMSS trophozo- 385 
ites as previously described (Olivos-García et a l .. 20(4). 386 
For each cxperiment, three groups eorresponding to 387 
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388 hamsters injected with untreated (control) trophozoites, 
389 scrambled PNA-treated and antisense PNA-treated tro-
390 phozoites (with 20 11M 01' the corresponding PNA for 96 h 
391 prior to injection). Two different experiments were con-
392 ducted: in the first, PNA-treated and control trophozoites 
393 were injected and the hamsters were sacrificed I week 
394 la ter, the livers dissected, weighed, and tissue sections 
395 were prepared for histochemical staining. In the second 
396 experiment, hamsters equally injected were given a boost 
397 01' PNA (1.5mg/kg) intraperitoneally every day until they 
398 were sacrificed as aboye. The results were essentially the 
399 same for both experiment types. AlI experiments were 
400 conducted at appropriately certified animal facilities. 
401 
402 
403 3. Results 
404 
405 3.1. Intracellular distribution o/ Sec61 
406 
407 The intracellular distribution 01' Sec61 ct is shown in 
408 Fig. 1. In non-permeabilized cells (Fig. lA), Sec6l ct was 
409 detected at the cell surface. In permeabilized cells (Fig. 
410 1 B), signal is apparent throughout most 01' the cellular 
411 volume, with sorne exclusion from the forming pseudo-
412 pods (arrows), including a perinuclear staining which we 
413 found to be very reproducible and is similar, although 
414 q uantitatively less important, to that 01' mammalian cells 
415 and Giardia. However, most 01' the signal is distributed 
416 fa r from the nucleus or nuclei. This pattern, although 
417 more detailed, is consistent with those reported by other 
418 groups for other markers 01' the ER in E. histolytica (see 
419 

A 

B 

Section 4). It is difficult, at this level 01' resolution, to 444 
ascertain continuity in the apparently elongated struc- 445 
tures revealed In sorne cd ls by Sec6l antibodies, particu- 446 
larly in those strongly adhered and crawling, but if the 447 
structures are continuous (i.e., tubular), structures 01' that 448 
size have not been clearly identified in the numerous elec- 449 
tron microscopic studies. We think that, possibly, they 450 
are more a consequence 01' cytoplasmic fiow along the 451 
axis 01' displacement 01' the trophozoites than physically 452 
continuous structures. To illustrate this, we show a typi- 453 
cal time-resolved microscopy 01' live E. histolytica HM- 454 
l:IMSS trophozoites in motion, in which the contents 01' 455 
the granular cytosol, including the nucleus or nuclei, can 456 
be seen as relatively free and changing relative positions 457 
as the cell deforms and moves (the movie can be viewed 458 
and/or downloaded at www-lbt.unam.mxlfiow). 459 

An interesting feature of Sec61ct subunit staining was 460 
that small and variable amounts 01' signal were detected 461 
within the nuclei, but mostly excluded from the DNA 462 
signal generated by propidium iodide counterstaining. 463 
The existence of this physical continuity between the 464 
nuc\eus and the ER in terms 01' molecular markers has 465 
been described in many organisms, including Giardia, 466 
and it may provide a physical coupling between tran- 467 
scription, mRNA export, and translation/translocation 468 
into the ER and the secretory pathway (see Section 4). 469 

470 
3.2. Inhibition o/ Sec61 expression 471 

472 
Antisense inhibition 01' Sec6lct expression, measured 473 

by quantitative western blot, was apparent after 72 h and 474 
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Fig. l. Subcellular localization 01' the Sec61ct subunit in E. hislolylica trophozoites. (A) Non-permeabilized cells. Len (40x objective). maximum 
intensity projection 01' complete confocal dataset 01' non-perrneabilized cells; middle. single equatorial optical slice; right. phase cons lrast 01' the same 
field. Note the clear surface distribution 01' Sec6l. (B) Triton X-I OO-pcrmeabilized cells. Len (100x objective), maximum intensity projection 01' four 

cq,uatorial slices 01' perrncabilized cells, arrows indicate pseudopodial extensions; middlc, same projection 01' propidium iodide counterstain (nudei); 
right. supcrimposed imagcs. Bars are 10 ¡.Lm. 
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Fig. 2. Down-regulation of Sec61 ct expression by antisense PNA in trophozoites and elfect on cell proliferation. (A) Steady-state levels of Sec61ct after 
96 h 01" PNA treatment, expressed as percentage ofuntreated control. by Western blot (top inset). (B) Prolil"eration of trophozoites after 96 h of treat
ment with antisense and scrambled PNAs against Sec61 expressed as percentage ofuntreated control. 
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maximal at 96h 01' exposure 01' trophozoites to 20llM 
antisense PNA, while not observed in scrambled PNA
treated cultures, which behaved essentially as the 
untreated controls both in terms of Sec61 levels and 
proliferation (Figs. 2A and B, respectively). The decrease 
in Sec61C( levels was correlated with a decrease in prolif
eration which did not affect the viability of the trophozo
ites, which was always aboye 90%, as evidcnced by 
Trypan blue exc1usion. 

3.3. Dislribulion 0/CP5 and amoebapore 

The distribution of the cysteine pro tease 5 (CP5) 
and amoebapore were studied in non-permeabilized 
ccl'ls to analyzc the membrane distribu tion (since most 
01" this signal is lost upon permeabilization with Triton 
X-lOO). In confocal optical sections shown in Fig. 3. 
the arrival at the cell surface of CP5 (Fig. 3A) or 
amoebapore (Fig. 3B) did not seem to be s.jgnificantly 
affected by treatment with antisense PNA. Since 
microscopy allows observation of only vcry gross 
changes in the levels 01' the moleculcs studied at the 
surface of only a few cells, we performed a flow cyto
metric analysis to measure the levels 01' CP5 and 
amoebapore at the cell surface in a large population of 
trea led and control trophozoites, shown in Fig. 4. CP5 
kvcls at lhe surface 01' the cells were nol significantly 
altered (len panel), in accordance to the microscopic 
observations. Interestingly, in the case 01' amoebapore 
(right panel) lhe flow cytometric analysis 01' non-per
meabilized lrophozoites indicated that surface levels 
wherc increascd, specifically, by antisense PNA treat
ment (see Section 4). 

3.4. Effect oi antisense PN A trealment oi trophozoiles on 
¡¡ver abscessformalion in hamslers 

Intraportal injection of identical quantities of viable 582 
untreated (control), and scrambled- and antisense PNA- 583 
treated trophozoites resulted in extensive u1ceration 01" 584 
Iiver in most animals within each group. Two types oC 585 
experiments were performed with equivalent results: In 586 
the first, trophozoites were treated with antisense or 587 
scrambled PNA for 96h, washed, counted and injected ; 588 
in the second, the hamsters were additionaIly given intra- 589 
peritoneal doses of 1.5 mg/kg of PN A every day aftcr 590 
trophozoite injection until sacríficed for liver examina- 591 
tion. As liver abscess results in an increase in liver mass, 592 
the weight 01' t he Jivers is a measure 01' the extent 01' dam- 593 
age, w show in Table 1 their weights and average for 594 
each group. Despite the apparent, and welJ known, indi- 595 
vidual variation, no statisticaIly significant inhibition 01' 596 
liver damage could be observed upon antisense PNA 597 
treatment 01' the trophozoites. which is consistent with 598 
¡he observation that CP5 and amoebapore arrival at lhe 599 
ce11 surface did not seem ncgative1y afTected by the low- 600 
ered Sec61 C( levels. and although proliferation of anti- 601 
sense PNA-treated trophozoites (before the intraportal 602 
injection) was 40% 01' the untreated control cultures. 603 

4. Discussion 

4.1. 1ntracellular dWrihulion o/ Sec61 ct in lrophozoiles 

604 
605 
606 
607 
608 
609 

The E. hislolylica trophozoite is extremely fluid, and 610 
under the optical microscope the cytosol 01' the moving 611 
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657 Fig. 4. Flow cytometric analysis of cysteine protease 5 (CP5, left) and amoebapore (AP, right) in untreated (U), antisense PNA-treated (AS) and 713 
658 scramblcd PN A-treated (SCR) trophozoites. Note the incrcase in surface-bound amoebapore in the antisense-PNA treated cultures. IO,UOO cells were 714 
659 counted per sample. Control cells with secondary antibody only (e). 715 

660 716 
661 trophozoite can be divided into two dist inet regions: the 
662 granular eytoso l where the abundant vesicles, vacuoles 
663 and the nucleus (or nuclei) are seen, and the hyaloplas-
664 mie cytosol whieh eorresponds to the cell periphery and 
665 pseudopodial extensions, highly dynamic but largely 
666 devoid 01' discernible compaFtments. As shown in the 
667 accompanying time-resolved microseopy of live tropho-

zoites in motion, the organellar eontents 01" the granular 717 
cytosol, including the nucleus or nuclei, can be seen as 718 
re la tívely free and changing relative positions as the cell 719 
deforms and moves. Sec61ct was found to be distributed 720 
within the greater par! 01' the volume 01' the trophozoites. 721 
and the distribution was quite variable between tropho- 722 
zoites. A significant portion 01' the signal could be 723 
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Table I 
Weight of individual dissected hamster livers after a week of intrapor
tal injection of PNA-treated trophozoites and controls, and 
averages ± standard deviation for each group 

Treatment Weight of liver (g) 

Control Scrambled PNA Antisense PNA 

NoPNA boosl 
Hamster I 10.0 6.1 6.6 
Hamster 2 103 5.4 4.9 
Hamster 3 5.8 7.7 7.0 
Hamster 4 6.0 15.9 8.3 

Average ±SD 8.0 ± 2.5 8.8 ±4.8 6.7± 1.4 

Daily PNA boosl 
Hamster I 7.2 6.9 8.5 
Hamster 2 11.4 14.3 7.5 
Hamster 3 6.3 8.5 5.3 
Hamster4 8.9 6.0 6.3 

Average ± SD 8.5 ± 22 8.9 ± 3.7 6.9 ± 1.4 

detected on the surface 01' the cells, as evidenced by 
immunocytochemistry 01' non-permeabilized trophozo
ites. The distribution 01' the Sec61 Ct signal was neither 
homogeneous nor reproducibly clustered, and aggre
gates and seemingly elongated structures ofvarious sizes 
could be easily observed inside the cells, mostly 
restricted to the granular portion 01' the cytosol. This 
staining pattern was consistent with that 01' other mark
ers tested with specific antibodies from our laboratory, 
such as the one for a homologue 01' a protein disulphide 
isomerase (POI, an ER maker, Manning-Cela et al., 
2003), Erd2 (a Golgi-ERGIC marker, Manning-Cela 
et al., 2003), and a component 01' the oligosaccharyl
transferase complex (Eh stt3, itself described as a mem
brane-bound component 01' the ER by Gutiérrez et al., 
2000, data not shown). In summary, all ER and Golgi 
markers studied to date, by us and others. show very 
dilfuse patterns and no outward clear gradients fram the 
nuckus (or nuclei) to the cell periphery. 

The distribu ted and variable pattern obscrvcd sug
gcsts that cell deformation necessary for amoeboid 
motion impinges on the distribution 01' the compart
ments defined by Sec61 Ct. This stands in sharp contrast 
to many 01' the cells in which cytolocalization 01' ER 
components have been performed, which are rigidly 
structured cells (i.e., HeLa or yeast), and where ER 
detection shows stable perinuclear staining which com
priscs most 01' the signa!. In the case 01' the amitochond
riate G. inleSlinalis. which exhibits many similarities to 
Enlamoeha. cell morphology is considerably more 
rcstricted in terms 01' both shape (simple bilateral sym
mctry). size and number 01' nuclei. Although Giardia rep
resen t;; an excellent model 01' a hypothetically ancestral 
secretory pathway, functional relationships between 
compartments still require much research. As a very 
recent review on the subject reports, " ... the molecular 
machinery in Giardia appears to be similar to that in 

higher ceHs, but less complex at a molecular level and 780 
c1early dilferent in its organization." (Hehl and Marti, 781 
2(04). However, at the ceHular level, the E. hislolylica 782 
trophozoite is in many aspects even more rudimentary 783 
and heterogeneous than its Giardia equivalent and this 784 
seems to be refiected in the subceHular distribution 01' 785 
ER markers. 786 

Particularly interesting in this context is the abun- 787 
dance 01' Sec61 Ct signal at the ceH surface 01' the E. his- 788 
lolyliea trophozoite. Whether its role is that presumed 789 
for Sec61Ct in mammalian cd ls, that is, structures await- 790 
ing recycling (or possible secretion or shedding?), or 791 
whether sorne protein translocation or other ER-type 792 
function occurs at the ceH periphery/surface, remains a 793 
matter to explore in the future. The smaH and variable 794 
amounts 01' Sec61 which was associated to the nuclei 795 
could indeed physically couple mRNA export with 796 
translation/translocation, but if this were the case it 797 
would only be a minor part 01' the Sec61 Ct which would 798 
be "operational" in any particular time, and its colocal- 799 
ization with that 01' the translation machinery and SRP 800 
would have to be established. 801 

In E. hislolyliea, the extent to which the persistent 802 
ceHular deformation, with its concomilant fiow 01' 803 
ceHular contents and change in relative position 01' the 804 
dilferent subceHular compartments alfects the vectorial- 805 
ity and kinetics 01' protein traffic is an important issue 806 
for future research, and it is likely that its study wiH 807 
expand the present models 01' directional protein moditi- 808 
cation and sorting which presently hardly address these 809 
questions. 810 

811 
4.2. Inhibilion by anlisense PN A of See61 expression 812 

813 
Inhibition 01' Sec61 Ct expression in trophozoites 814 

resulted in a decreased proliferative capacity 01' the ceH;; 815 
in culture, although no cytotoxic elfects could be 816 
obscrved, as cven after 96 h 01' treatment, and with Sec61 817 
kvels around 30'/'0 01' those 01' the untrcated controls. 818 
viability was always aboye 90%. Oown-regulation 01' 819 
Sec61 Ct expression and its concomitant elfect on prolifer- 820 
ation were specific, as they were not observed in the cul- 821 
tures treated with the scrambled PNA which behaved 822 
essentially as the untreated control. The elfect on prolif- 823 
eration and protein levels was also dose-dependent (data 824 
not shown), as we had observed upon PNA-mediated 825 
antisense down-regulation 01' the ERGIC-Golgi marker 826 
gene Erd2 (Stock et al., 200l). also dcscribed as an essen- 827 
tial gene in yeast. The et1ect is also unlikely to bc thc 828 
rcsult 01' non-specific intcractions between tbe PNA and 829 
the trophozoite, as in experiments using PNA to down- 830 
regulate another gene homologue 01' la ter stages of the 831 
secretory pathway, EhRab8. we observed a specific inhi- 832 
bition 01' expression 01' around 80% but no decrease in 833 
proliferation, and with yet another PNA directed against 834 
the Rab8 5' untranslated region, we saw no inhibition 01' 835 
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836 expression and no decrease in proliferation (data not 
837 shown). A recent report 01' E. histolyrica y-tubulin gene 
838 silencing by double-stranded RNA (Vayssié et al., 20(4) 
839 showed a decrease in expression 01' around 6fl%, quite 
840 comparable to the levels 01' inhibition attained with anti-
841 sense PNA reported here and previously (Stock et al., 
842 2001). 
843 
844 4.3. Distribution 01 CP5 and amoebapore 
845 
846 The distribution 01' CP5 was examined by microscopy 
847 in control and PNA-treated cultures. As permeabiliza-
848 tion removes the greater part 01' the CP5 signal [rom the 
849 cell surface, non-permeabilized cells were observed. The 
850 membrane distribution 01' CP5 is largely unaffected by 
851 the decreased level 01' Sec61 C'i. These results were con-
852 firmed by fiow cytometric analysis, in which variation in 
853 large populations 01' cells can be quantitatively studied. 
854 Interestingly, although CP5 levels were mostly 
855 unaffected by antisense PNA treatment, amoebapore 
856 levels were significantly and specifically increased in the 
857 antisense PNA-treated cultures, suggesting that altema-
858 tive pathways may be at work and may be activated by 
859 various stimuli and, possibly, when Sec61 levels are low-
860 ered since the scrambled PNA-treated trophozoites 
861 exhibited a distribution 01' amoebapore essentially iden-
862 tical to that 01' the control cultures. In accordance with 
863 conclusions 01' Manning-Cela's study (2003), these alter-
864 native pathways may not be constitutive and may affect 
865 sorne cellular processes specifically: in this case, amoeba-
866 pore bu t not CP5 transport to the cen surface. 
867 In G. intesrinalis, a recent genome-scale study demon-
868 strated that very few (if any) genes associated to protein 
869 processing and transport were differentially expressed in 
870 a stage-specific manner, suggesting that although gross 
871 morphological changes are observed during encystation, 
872 these are not the consequence of newly or differentially 
873 expressed genes but rather rearrangements 01' previous 
874 components into new compartment contigurations 
875 (Marti et al., 2oo3b). As pointed out by the authors, this 
876 stands in sharp contrast to, for example, trypanosomes, 
877 in which stage-specitic regulation of secretory pathway 
878 genes is clearly demonstrable. 11' this, or a simila r case. 
879 were true in E. histolytica, it may he refiected in trans-
880 port systcms 01' singular robustncss, capablc 01' tolcrat-
881 ing significant variations in the levels 01' key gene 
882 products such as, possibly, the Sec61 ct subunit, particu-
883 larly in asynchronous cultures. 
884 
8ti5 4.4. Indl/c/ion o/ fit:er ahscess 
ti8ó 
887 The objcctive 01' this study was 10 carry out a multi-
88ti level study 01' the efiect 01' down-regulation 01' the Secó I C'i 

889 component 01' the ER, described as esscntial in the initia-
890 tion 01' protein trafilc. After studying its distribution in 
891 the cell and various aspects 01' the response to antisensc 

PNA in vitro, a series 01' experiments in vivo were the 892 
logical next step. However, down-regulation 01' Sec61 C'i 893 
cxpression did not significantly reduce the capacity to 894 
induce, nor the average extension oC liver abscess in 895 
intraportally injected hamsters. This result was surpris- 89ó 
ing, and although the virulence factors (CP5 and 897 
amoebapore) whose distribution we studied do not 898 
comprise a complete catalog 01' virulence determinants, 899 
we did expect sorne diminished pathogenic capacity 01' 900 
the slowly proli.ferating antisense PNA-treated tropho- 901 
zoites. 902 

903 
4.5. Concluding remarks 904 

905 
In virulent E. histolyrica trophozoites, a significant 906 

decrease in steady-state levelsof Secól ct, while slowing 907 
down cell proliferation in vitro, was not significantly 908 
refiected neither in transport 01' CP5 and amoebapore to 909 
the cell surface nor in their capacity to induce liver 910 
abscess in vivo. These findings can be interpreted in at 911 
least three ways: (1) Assuming an equivalent role for 912 
Sec61ct in E. hisrolytica to that in yeast or mammalian 913 
cells, the secretory pathway initiating witb cytosol-to- 914 
ER translocation via the Sec61-translocon is operating 915 
largely below saturation, thus not being affected by the 916 
decrease 01' over 70% 01' Sec61C'i. This could be inter- 917 
preled as a non-linear dependence 01' the phenotype 918 
(CP5 and amoebapore transport to the cen surface and 919 
induction 01' tissue damage) on Secól levels. with a seg- 920 
ment ranging from 100% (normallevel) to about 30% 01' 921 
normal in which Sec61 levels do not affect the various 922 
aspects 01' the phenotype we examined, save duplication 923 
time in vitro. In S. cerevisiae, the SEC61 gene is essential, 924 
and although to our knowledge no reports exist on the 925 
tolerance to the effects 01' down-regulation, its deletion is 926 
lethal for the cell. In E. histolytica, deletion 01' the 927 
EhSec61 ct gene is not possible yet, but it remains a possi- 928 
hility that a complete ahsence 01' the EhSecóla gene 929 
product will compromise cellular survival in culture or 930 
in vivo, as it does in yeast, or that stronger suppression 931 
than the one we achieved possibly by transcriptional 932 
silencing, as reported for amoebapore (Bracha et aL 933 
2003}--will be refiecled phenotypically in terms 01' pro- 934 
tein mobihzation andtor pathogenicity; (2) It is abo pos- 935 
sible that E. histoly/ica rehes less on the Secól - 936 
translocon for initiation 01' transport via de secretory 937 
pathway than model systems- while preserving a "clas- 938 
sica!" vesicular transport Oyeran scheme- and that 939 
alternative, and yet to be cbaracterized. routes have 940 
greater rclative contributions to protein trattic. equiva- 941 
lent to the non-SRP-dependent translocation described 942 
in yeast. Indirecl support for this is provided by the 943 
highly disperse and irregular staining pattern 01' Secó1 C'i 944 
and other ER and Golgi markers, as well as the high 945 
fiuidity and variable spatial relationships between intra- 946 
ccllular structures stained by the anti-Secó 1 antibodies 947 
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948 and its localization at the cell surface. More functional 
949 studies on the particular roles of gene products of homo-
950 logues of the secretory pathway will be needed to clarify 
951 this issue; (3) Finally, it is also conceivable that the secre-
952 tory pathway of E. hislOlylica is itself very difTerent 
953 structurally and kinetically than that of the better 
954 known models. and although the homologous genetic 
955 units exist (such as EhSec61 IX and others), their activities 
956 and functions may be substantially different than in 
957 other cell types. This situation has a parallel in the exis-
958 tence 01' mitochondrial gene homologues in E. hislOlylica 
959 (and other amitochondriate parasites) al though abona 
960 fide functional mitochondrion does not exist in this cell 
961 (T ovar et a1., 1999). 
962 This last theoretical possibility is, in many ways, bet-
963 ter suited for addressing several fundamental differences 
964 between the E. hislolylica cell and mode! eukaryotic cells 
965 which are likely to affect the structure and dynamics of 
966 protein sorting. One significant difference is the absence 
967 01' a demonstrable microtubular network which in model 
968 eukaryotic cells provide both a structural scaffold and 
969 vectoriality to vesicular transport, which is massively 
970 and reversibly compromised, as many other cellular sub-
971 systems, by microtubule depolymerizing drugs such as 
972 noeodazo1e and colchicin. In fact, E. hislolylica tubulin 
973 genes are possibly the most d ivergent 01' all eukaryotes 
974 (Edlind et al.. 1996; Sanchez et a1., 1994), and their runc-
975 tionality is still to be established as a microtubular net-
976 work has only been identified in the nucleus (Vayssié 
977 et a1., 2004), and would not be expected to be relevant to 
978 cytoplasmic vesicular traffic. 
979 Another important difference that will have to be 
980 taken into account in studies of pro te in modification 
981 and traffic in E. hislolylica, besides that of its morpho-
982 logical fluidity, is the relationship between its very 
983 unusual cell cycle and the structure of compartments 
984 such as the ER and Golgi. It has been reported, and is a 
985 well known fact to researchers who culture E. hislOIYlica, 
986 that nuclear and cellular division (karyo- and cytokine-
987 sis) are not linked in this cell type, resulting in cultures 
988 which are mixed populations of mono-, bi- and even 
989 polynucleated ce lis, even if they are clonal (Das and 
990 Lohia. 2002; Lohia, 2003). Additionally, it is well-known 
991 and abundantly documented, that in mammalian and 
992 yeast cells the structure 01' the secretory pathway is 
993 linked to the cell cycle. and that mitosis entails massive 
994 dissollltion and restructuration 01' secretory compart-
995 ments which spontaneously self-organize and re-form in 
996 the daughler cells. In this light. if nuclear and celllllar 
997 division an; uncoupled it should be most instruetive to 
998 explore what kind 01' a secretory pathway may adapt to 
999 the needs 01' a cell with different amounts 01' (asynchro-
1000 nously dividing) nuclei, very variable size (orten related 
1001 lo the number 01' nuclei) and shape, very underdevelopcd 
1002 (if prcsent) cytoplasmic microtubular network, and high 
1003 ftow 01' intraccllular compartmen ts. 

5. Uncited rcference 1004 
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