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Resumen

RESUMEN

La amibiasis es una enfermedad ocasionada por Entamoeba histolytica. Para que
sobreviva este pardsito requiere de una actividad fagocitica, pinocitica y exocitica muy
intensa. Estos mecanismos ampliamente descritos en otros organismos requieren de una
maquinaria de trdfico vesicular y la participacion de varios organelos que hasta ahora no
han sido descritos completamente en E. histolytica. Estudios recientes han mostrado que
esta amiba presenta vesiculas que pueden ser citoquimicamente caracterizadas como un
Reticulo Endoplasmico (RE) y un Aparato de Golgi (AG). El uso de anticuerpos dirigidos
contra proteinas que radican en estas estructuras, asi como el uso de moléculas marcadoras
fusionadas a secuencias que las dirigen al RE, identificaron también una serie de vesiculas
secretoras de diversos tamanos que se sugiere correspondan a un probable RE y AG en
amiba. Ademds, se han clonado genes que codifican para proteinas propias de estos
organelos. A fin de obtener herramientas moleculares que faciliten el estudio de los
mecanismos de trafico vesicular en este pardsito, los objetivos de este trabajo fueron la
construccién de los vectores de transfeccion pAS’EGFPA3’-A5'NeoA3’ y pAS’EGFP-
KDELA3’-A5’'NeoA3’ y su uso para transfectar trofozoitos de E. histolytica capaces de
expresar la proteina verde fluorescente (EGFP) y una quimera de ésta fusionada a una
secuencia KDEL (EGFP-KDEL) que la dirija al RE. Estos vectores contienen la secuencia
EGFP o EGFP-KDEL y la secuencia de Neo bajo la expresion del promotor y regiones de
poliadenilacion de actina de E. histolytica. Se obtuvieron los plasmidos de transfeccion
pA5S’EGFPA3’ y pAS’EGFP-KDELA3" como se demostré tanto por su patréon de
restriccion como por la amplificacion de la secuencia EGFP y EGFP-KDEL por PCR.
Posteriormente se obtuvieron los pldsmidos de transfeccion pAS’EGFPA3’-A5’NeoA3’ y
pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’ demostrdndose, por su patrén de restriccion. En estas
dos dltimas construcciones se obtuvieron las dos posibles diferentes orientaciones lo cual
fue demostrado por andlisis de restriccion. Finalmente se obtuvo una transfeccion
transitoria exitosa en la que se logré la expresion de la proteina EGFP y EGFP-KDEL bajo
la direccién del promotor y secuencias de poliadenilacion del gen de actina de Entamoeba
histolytica. La proteina EGFP se localizo en el citoplasma de la célula transfectada cuando
se usé el plasmido pAS’EGFPA3’-AS5’NeoA3, después de 56 hrs. post-transfeccion.
Cuando se fusioné la secuencia KDEL en el C-terminal de la proteina EGFP la
fluorescencia se localizé en vesiculas después de 56 hrs. post-transfeccion. Estos resultados
sugieren que estas vesiculas podrian corresponder a un posible RE en amiba. Este trabajo de
investigacion también muestra que el uso de proteinas fluorescentes podrian ser una
herramienta 1til para el estudio in vivo de los procesos de trifico vesicular y localizacion de
organelos celulares en amiba.
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Introduccion

INTRODUCCION

4.1. Generalidades y prevalencia

La amibiasis es una enfermedad ocasionada por Entamoeba histolytica. Las dos
especies amibianas que parasitan al hombre son E. histolytica y E. dispar, pero es solo la
primera la que llega a producir enfermedades graves tales como colitis invasiva y abscesos
hepaticos (Jackson y Ravdin, 1996). Se estima que aproximadamente 500 millones de
personas en el mundo estan infectadas con cualquiera de las especies de Entamoeba
mencionadas. De los individuos infectados con E. histolytica aproximadamente 40 millones
desarrollan lesiones primarias, las cuales pueden anteceder a abscesos extraintestinales que
llegan a ocasionar hasta 100 mil muertes por afo; ocupando asi, el tercer lugar de
enfermedades parasitarias mortales, ubicandose solo después de la malaria y Ia
esquistosomiasis (Walsh, 1988). Se presenta mas cominmente en paises que carecen de un
desarrollo socioeconomico adecuado, tales como: India, Egipto, Turquia y México. La
forma mas comun de transmision es por comida y agua contaminadas, los cuales contienen
los quistes que es la fase infectiva de este parasito, o por transmision directa por la ruta
fecal-oral (Pérez-Tamayo, 1986).

4.2. Manifestaciones clinicas

La amibiasis puede presentarse en forma crénica, subaguda o aguda. La forma
cronica se presenta en individuos cuyo intestino grueso ha sido colonizado por las amibas,
pero que no presentan sintomas de la enfermedad (ameboma). La forma subaguda se
presenta como disenteria y diarrea. Y finalmente la forma aguda que se manifiesta con
apendicitis y colitis amibiana, asi como con el desarrollo del absceso hepatico que causa un
alto indice de mortalidad (Trevifio y col., 1994).

4.3. Ciclo de vida

Como se muestra en la Figura 1 el ciclo de vida de E. histolytica inicia con la
infeccion del parasito después de la ingestion de quistes maduros @ en alimentos, agua o
manos contaminadas con heces. El desenquistamiento @ ocurre en el intestino delgado en
donde los trofozoitos ® son liberados migrando al colon. Aqui, los trofozoitos se
reproducen por fision binaria transformandose en quistes @ los cuales son eliminados con
las heces fecales. Debido a la proteccion de la pared, los quistes pueden sobrevivir dias o
semanas en el medio externo siendo asi los responsables de la transmision de la
enfermedad, contrario a los trofozoitos que en el medio externo mueren rapidamente. En
muchos casos los trofozoitos permanecen confinados en la luz intestinal (A: infeccion no
invasiva) de los individuos infectados comportandose como portadores asintomatico
eliminando quistes continuamente. En algunos individuos los trofozoitos invaden la mucosa
intestinal (B: enfermedad intestinal) o a través de la circulacion, invaden el higado,
pulmones, cerebro, etc. (C: enfermedad extraintestinal). Se ha establecido también, que las
formas invasivas (E. histolytica) y no invasivas (E. dispar) representan especies distintas
siendo morfoldgicamente indistinguibles (CDC, Atlanta, 1999).

Expresion de la EGFP y la EGFP-KDEL en E. histolytica 6



Introduccion

Trotozoto

EI = Colonizacon no nvasia

A= Estadio ntectivo . = Entermedad inte stnal
A7 etaps dmonostica = Enfermedad extrantestinal

Figura 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica
(Tomado de CDC, Atlanta, 1999).

4.4. Morfologia

E. histolytica presenta una fase infectiva llamada quiste y una forma invasiva, el
trofozoito. El quiste tiene un diametro promedio de 12 pm, contiene de 1-4 nucleos
dependiendo de su madurez. La pared celular del quiste es impermeable y esta compuesta
de quitina (un polimero N-acetil-D-glucosamina) que la hace resistente a los acidos
estomacales. Por otro lado el diametro promedio del trofozoito es de 25 um, contiene de
uno a varios nucleos con cromatina fina en la periferia y un nucleolo central, un
citoesqueleto primitivo, constituido principalmente por filamentos de actina, su citoplasma
contiene abundantes vacuolas fagociticas, macropinociticas, micropinociticas, tempranos y
tardios endosomas y lisosomas extremadamente variables en tamafio mostrando diametros
de 0.5 hasta 9.0 um. Se mueven por la formacion de seudopodos sin microfilamentos
aparentes, también forman filopodios los cuales son proyecciones fagociticas con vacuolas
orientadas al exterior, y un uroide que induce una redistribucion de los componentes
superficiales los cuales son dejados en el medio sugiriéndose que esta cdpsula es un
mecanismo de evasion de la respuesta inmune (Ravdin, 1995; Martinez-Palomo, 1989;
Bakker-Grunwald y Wostman, 1993). Los trofozoitos pueden vivir y multiplicarse
indefinidamente como comensales en el tracto intestinal, sin embargo, por causas
desconocidas en algunos casos la amiba puede invadir la mucosa y el tejido del epitelio

Expresion de la EGFP y la EGFP-KDEL en E. histolytica 7|



Introduccion

intestinal, lo que le permitird invadir diferentes organos en el huésped infectado siendo
preferentemente el érgano blanco el higado.

4.5. Infectividad

Durante la invasion, E. histolytica primero penetra en la mucosa del parénquima
intestinal y luego interactia con células subepiteliales, a las cuales mata y fagocita (Meza,
2000), por lo que los mecanismos involucrados en la invasion a tejido por E. histolytica
son: Adhesion a las células intestinales, citdlisis dependiente del contacto amiba-célula,
liberacion de proteasas, fagocitosis y la movilidad de la célula amibiana (Bailey y col.,
1985).

Este parasito tiene un alto grado de actividad endocitica que lo hace capaz de
internalizar una gran cantidad de materiales particulados y celulares de su hospedero
(Verdugo y col., 1997). Durante el proceso de adhesion a la célula blanco se ha mostrado
también que E. histolytica ataca bacterias, c€lulas epiteliales y eritrocitos; via lectinas las
cuales reconocen azucares Gal o GalNac sobre la superficie de células blanco (Mann y
col., 1991; McCoy y col., 1993). La amiba mata a la bacteria o lisa a la célula huésped
dentro de sus fagolisosomas por una via oxigeno-independiente, incluyendo lisosimas,
cistein proteasas y ameboporos (también conocidos como péptidos formadores de poros)
(Bruchhaus y col., 1996; Leippe, 1997; Scholze y Tannich, 1994). También han sido
identificadas proteinas lisosomales en el sobrenadante de trofozoitos cultivados: acido
fosfatasas, colagenazas, glicosidasas, esterasas y cistein proteasas pero no péptidos
formadores de poros (Agragual y col., 1989; Leippe y col., 1995; Talamas-Rohana y Meza,
1988).

4.6. Trafico vesicular

E. histolytica ha sido considerada una célula primitiva debido a que ésta carece de
organelos que son encontrados usualmente en células eucaridticas, tales como
mitocondrias, peroxisomas, o un Aparato de Gogi y reticulo endoplasmico bien
estructurado (Meza, 1992; Barkker-Grunwald y Wostmann, 1993; Hasegawa y col., 1993).
Sin embargo, estudios recientes han mostrado que E. histolytica presenta una membrana
caracteristica que puede ser citoquimicamente caracterizada como un reticulo endoplasmico
y un complejo de Golgi (Mazzuco y col., 1997; Gosh y col., 1999). Por otra parte Sanchez-
Lopez y col., en 1998 clonaron un gen en amiba que codifica para una sefial de retencion
de proteinas residentes en el lumen del reticulo endoplasmico denominado receptor ERD2
el cual es una proteina transmembranal del cis-Golgi. Recientemente Tovar y col. y Mai y
col. en 1999 mostraron que E. histolytica presenta genes que codifican para una proteina de
choque térmico de 60-kDa (Hsp60, una chaperonina mitocondrial) similar a la encontrada
en otros eucariotes en los que se encuentra en un organelo citoplasmatico denominado el
mitosoma o crypton. Estas evidencias sugieren que E. histolytica contiene organelos
equivalentes a los encontrados en otros eucariontes para realizar las funciones de transporte
vesicular, considerandose ahora que no es tan primitivo en relacion a otros eucariontes
como inicialmente se consideraba (Clark, 1999).
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Estos antecedentes nos muestran que para que este parasito sobreviva requiere de
una actividad fagocitica y pinocitica asi como exocitica muy intensa. Estos mecanismos
ampliamente descritos en otros organismos requieren de una maquinaria de trafico
vesicular y la participacion de varios organelos que hasta ahora no han sido descritos
completamente en Entamoeba histolytica.

4.7. Proteinas fluorescentes

En varios sistemas, el uso de proteinas fluorescentes ha sido de gran utilidad para
estudiar el trafico vesicular asi como la localizacion de proteinas en diversos organelos
celulares permitiendo asi, la descripcion morfologica de varios de estos. Estas metodologias
han permitido un adelanto importante en este campo dando también la enorme ventaje de
realizar estudios in vivo.

La proteina verde fluorescente (GFP) descubierta por Shimomura en 1964, es una

proteina que se encuentra en forma natural en celenterados, tales como la medusa del
- Pacifico, Aequoria victoria (Morin, y Hastings, 1971). Los componentes requeridos para su
bioluminiscencia son una fotoproteina activada con Ca " llamada aequorina, la cual emite
una luz azul-verde y una proteina verde fluorescente accesoria que capta la energia de la
aequorina y la re-emite como una luz verde (Morise y col., 1974). La proteina verde
fluorescente es muy estable y esta compuesta de un mondémero de 27-kDa de 238
aminoacidos. Su fluorescencia natural es ocasionada por un tnico cromoforo pegado
covalentemente que se origina de una secuencia interna Ser-Tyr-Gly (residuos 65, 66 y 67
respectivamente), la cual es modificada después de la traducciéon por ciclizacion y
oxidacion a un p-hidroxibenciliden-imidazolina. Esta modificacion postraduccional ocurre
de 2 a 4 horas después de la sintesis y posiblemente sea auto catalitica (Prasher y col.,
1992; Heim y col., 1994). El espectro de excitacion de la GFP nativa de 4. victoria (azul)
tiene dos picos a 375 nm y uno mas pequeiio a 470 nm. Mientras que el espectro de emision
de la fluorescencia (verde) tiene un pico de 509 nm (Cubitt y col., 1995). Esta proteina
presenta una estructura de un dominio tinico compacto en donde el cromdforo se encuentra
localizado en el centro de molécula lo que le proporciona las siguientes caracteristicas: 1)
Es muy resistente a la desnaturalizacién bajo tratamientos con guanidina-HCl 6 M, urea 8
M, SDS al 1% y hasta dos dias de tratamiento con varias proteasas tales como; tripsina,
quimiotripsina y papaina a concentraciones de hasta 1 mg/ml. Es estable en amortiguadores
neutros hasta 65°C y muestra un amplio rango de estabilidad ante pH de 5.5 a 12. 2)
Deleciones de mas de la Met de su N-terminal o mas de siete aminoacidos del C-terminal
resultan en la pérdida total de la fluorescencia atin cuando las caracteristicas del espectro de
absorcion del fluoroforo estén intactas. Probablemente porque la estructura beta-can no
puede ser formada aun cuando solo una pequena parte del “can” esta ausente. 3) La
presumible encapsulacién rigida del cromoforo es probablemente el responsable para el
pequeiio cambio de Stokes, el alto rendimiento de fluorescencia y la inhabilidad del
oxigeno de amortiguar el estado de excitacion. 4) La GFP puede ser fusionada a otras
proteinas tanto a su N-terminal o C- terminal. Este hecho es debido a que ambos extremos
de la GFP parecen ser flexibles con respecto a la estructura beta-can, por lo que la
estructura de la GFP no se distorsiona significativamente por la fusion de la proteina
continuando con su capacidad fluorescente (Dopf y Horiagan, 1996; Ward y Bokman,
1982; Chalfie y col., 1994; Ormo y col., 1996).
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Como se menciond anteriormente una de las aplicaciones mas exitosas de las
proteinas fluorescentes, es el poder fusionarlas a proteinas de interés monitoreando asi la
localizacion y caracteristicas de esta ultima. En este caso el gen que codifica para la GFP es
fusionado con el gen que codifica para la proteina de interés y la quimera resultante se
expresa en la célula blanco manteniendo las funciones normales y la localizacion de la
proteina a estudiar, observandose una ligera sefial desde las primeras 5 hrs post-
transfeccion. Ya que el tamafo y la forma de la GFP y los diferentes pHs asi como el
potencial redox de los diferentes organelos celulares no parecen ser una barrera importante
en la expresion de esta proteina, se han obtenido resultados exitosos al expresar y localizar
quimeras con la GFP en nucleo, mitocondrias, vesiculas secretoras, reticulo endoplasmico,
Aparato de Golgi, peroxisomas, vacuolas, fagosomas, citoesqueleto y la membrana
plasmatica, etc. permitiendo asi un analisis in vivo. Por otra parte la enorme flexibilidad que
tiene como marcador no invasivo en células vivas sirve para otras numerosas aplicaciones
tales como: Trazar lineas celulares, como reportero de la expresion de genes, como etiqueta
para localizar proteinas en células vivas y como una medida en el estudio de interacciones
proteina-proteina (Tsien, 1998; Mitra y col., 1996).

Los factores mas importantes que afectan o de los cuales depende la detectabilidad
de la GFP son los siguientes: cantidad total de la GFP (numero de copias del gen y
duracion y grado de la expresion), eficiencia de la formacion del fluréforo después de la
traduccion (disponibilidad de los chaperones, tiempo, temperatura, disponibilidad de O, y
la velocidad intrinseca de ciclizacion/oxidacién), propiedades moleculares de la GFP
madura (dimerizacién), competencia con otras sefiales de fondo (autofluorescencia de
células o medio de cultivo, calidad de excitacion y filtros de emision), etc. (Tsien, 1998).

Analisis mutacional del fluoroforo y de otras regiones de la GFP silvestre ha sido
modificada de varias maneras produciendo iso-formas que permiten tanto para la
optimizacion de la fluorescencia asi como para una mayor expresion u estabilidad en
diferentes sistemas eucarioticos. Existen diferentes variantes dentro de las cuales esta la
EGFP (proteina verde fluorescente aumentada de la palabra en ingles “enhanced”). Esta
mutante ha sido modificada para optimizar la obtencién de una mayor fluorescencia y
expresion en células de mamifero (excitacion maxima =488 nm; emision maxima = 507).
El plasmido pEGFP codifica la variante GFPmutl que contiene una substitucion de doble
aminoacido de Phe-64 a Leu y Ser-65 a Thr, ademas la secuencia que codifica a la EGFP
contiene mas de 190 cambios de base silenciosos que corresponden al uso de codones de
humano. La secuencia flanqueante cuesta arriba ha sido convertida al sitio de inicio de la
traduccion de Kozak para aumentar la eficiencia de traduccién en células eucarioticas. El
cromoéforo de la EGFP tiene una fluorescencia 35 veces mas alta que la GFP (Clontech,
pagina web).

4.8. Reticulo Endoplasmico y Aparato de Golgi
Como se mencioné anteriormente E. histolytica requiere de un trafico vesicular muy
intenso el cual juega un papel importante en su patogenicidad; sin embargo, poco se conoce

acerca de la participacion de los organelos que regulan este transporte intracelular en el
parasito.
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En las células eucariotas, el trafico proteico a través de la ruta secretoria ocurre por
transporte vesicular entre compartimentos membranosos los cuales difieren en su
organizacion, estructura y funcién. Las caracteristicas tnicas de los organelos son
mantenidas a pesar del continuo transporte de membrana entre ellos y los componentes
solubles. Muchos esfuerzos han sido dirigidos para entender como opera este complejo
celular (Rothman, 1994).

El mantenimiento de la organizaciéon funcional y estructural de una célula
eucariotica requiere de la correcta distribucion de proteinas y lipidos a sus destinos. Esto es
llevado a cabo por la entrega o el regreso de nuevo material sintetizado a través de la ruta
secretoria. Varios modelos han sido sugeridos al paso de los afios para explicar como fluye
¢l trafico dentro de la ruta secretoria. Las evidencias experimentales obtenidas hasta la
fecha apoyan fuertemente el modelo vesicular como el modo general de transporte
intracelular.

Una vez que una proteina es sintetizada en los ribosomas puede permanecer en la
parte soluble del citoplasma (citosol), ser dirigida a mitocondrias o ¢l nucleo, enviada a la
membrana plasmatica o celular, o a organelos internos como lisosomas. Este proceso de
clasificacion y reparto fue demostrado por Sabatini y Blobel en 1970 el cual consiste en una
sefial que denominaron péptido senal en la zona amino terminal (la primera en ser
sintetizada) de ciertas proteinas dirigiéndolas asi al Reticulo Endoplasmico (RE). El (RE)
es la estructura membranosa mas grande dentro de la célula que esta compuesta de tres
subcompartimentos morfoldégicamente distintos: el que esta rodeando al ntcleo, el RE
rugoso y el RE liso. Recientemente ha sido sugerido que el RE puede ser dividido dentro de
subdominios especializados que son distintos en términos de sus proteinas constituyentes,
apariencia morfologica y funciones. Las proteinas residentes en el RE se clasifican en cinco
grupos: proteinas implicadas en la translocacion y el transporte vesicular, enzimas
implicadas en el plegamiento de proteinas, enzimas implicadas en modificaciones post-
traduccionales, en biosintesis de lipidos y en el mantenimiento y almacenamiento de ga
(Montero y col., 1997). En €l se produce una interaccién entre el péptido senal de la
proteina naciente (el cual varia entre 13 y 36 aminoacidos) y receptores especificos que
provocan la translocacion al interior del RE de la nueva proteina en un proceso
dependiente de energia de hidrolisis del ATP; posteriormente, la secuencia senal es
eliminada por una peptidasa (Sudhoff, 1995). Otras modificaciones tienen lugar en este
compartimento, se forman por ejemplo puentes disulfuro de las proteinas (entre
aminodacidos cisteina) que contribuyen a que las proteinas se plieguen adquiriendo una
conformacion funcional, y muchas otras proteinas son glucosiladas. La glucosilacion
consiste en la adicion de oligosacaridos unidos a asparagina por puentes N-glucosidicos
(N-glucosilacion) o a serina y treonina por puentes O-glucosidicos (O-glucosidacidon) en
secuencias de aminoacidos concretas.

El transporte de proteinas del RE al Aparato de Golgi (AG) involucra el
compartimento intermedio RE-Golgi (REGIC). Aunque la naturaleza del REGIC es
discutida, por lo general se acepta que este juega un papel similar a una estacién de
distribucidn y recuperacion de membrana (Scales y col., 1997).
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Posteriormente las proteinas son dirigidas al AG el cual consiste en un
conglomerado de sacos membranosos que tiene dos funciones principales: la modificacion
y elaboracion de unidades de carbohidratos y la clasificacion de las moléculas para el
siguiente destino que seran los lisosomas, la membrana plasmatica o granulos de secrecion.
El AG a su vez se diferencia en tres compartimentos: Cis-Golgi (proximal al RE), Golgi
Medio y Trans-Golgi donde realmente se produce la exportacién de las proteinas dentro de
diferentes tipos de vesiculas de transporte destinadas a endosomas, lisosomas, granulos
secretorios, y la membrana plasmatica (Rothman, 1994 ).

Una vez que la proteina esta propiamente “madura”, esta pasa el control de calidad
del RE y sale de este compartimento por medio de vesiculas de transporte. El transporte de
las proteinas desde el RE al Cis-Golgi tiene lugar mediante la formacion de vesiculas
acarreadoras. Existen dos tipos de vesiculas: a) cubiertas con clatrina, que median el
transporte de la superficie celular a través de la via endocitica, asi como también la
exportacion de proteinas de la red Trans-Gogi a compartimentos vacuolares o lisosomales
y b) las no cubiertas con clatrina, COPI y COPII, son responsables del trafico entre
compartimentos de la via secretoria temprana: transporte del RE al ERGIC que utiliza
vesiculas cubiertas COPII, el transporte del ERGIC al Cis-Golgi y a través del AG es
mediado por vesiculas cubiertas COPI. Las vesiculas COPI estan también involucradas en
el trafico de vesiculas que regresan del AG al RE. Posiblemente actuen en el trafico del
TNG (Trans Golgi Net) a la superficie celular (Olkkonen y Stenmark,1997).

Los carbohidratos afnadidos en el RE son modificados en cada uno de los
compartimentos del AG en un proceso denominado glucosilacion terminal frente al proceso
de glucosilacion central que tiene lugar en el RE. Este proceso de glucosilacion terminal
contendria la O-glucosilacion y modificaciones de N-glucosilacion. Se asume que el RE es
una estacion de control de calidad que impide que las proteinas incorrectamente plegadas
(y por tanto, no funcionales), progresen a través de la via secretora o bien son unidas a la
proteina de union especial BiP o bien forman agregados que no pueden ser empaquetados y
finalmente son degradadas en el propio RE. La retencion de ciertas proteinas solubles,
residentes en el RE esta mediada por una corta secuencia peptidica presente en el extremo
carboxilico de estas proteinas la cual es necesaria y suficiente para retener las proteinas
residentes en el RE. Esta secuencia esta formada por los aminoacidos Lys-Asp-Glu-Leu
(KDEL segun la simbologia de una letra utilizada para designar aminoacidos].
Posteriormente se han descrito otras secuencias que también son sefiales de retencion en el
RE como, sefnales Lys-Lys-X-X y sefiales X-X-Arg-Arg (donde X puede ser cualquier
aminoacido) (Pelham, 1989). Si por ejemplo mediante ingenieria genética se elimina esta
sefial de retencion en el ER de la proteina BiP, se observa como esta proteina es secretada
al exterior de la célula; y si la sefial se transfiere a una proteina que normalmente es
secretada, ahora queda retenida en el RE. Esta sefial no consiste en un anclaje de las
proteinas residentes del lumen del RE sino en una recuperacion selectiva después de que
hayan sido transportadas en vesiculas y descargadas en la red del cis-Golgi. En la red cis-
Golgi un receptor de membrana especifico une a todas las proteinas que presentan la sefial
de retencion en RE y las empaqueta en vesiculas de transporte especiales que las devuelve
al RE. Asi pues, para estas proteinas residentes el RE es como una prision abierta: no hay
nada que impida que salgan, pero si lo hacen, son transportadas de nuevo al interior del RE
(Alberts y col., 1996).
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En la actualidad se cree que existen dos mecanismos (Figura No. 2) distintos para
asegurar el mantenimiento de proteinas en el RE: la retencion por exclusion activa y el
retrotransporte desde el AG al RE. Esta segunda posibilidad ha sido demostrada tanto para
el motivo KDEL como para el motivo di-lisina (Lys-Lys-X-X). También se ha visto que
otras proteinas jamas abandonan el organulo, y se supone que estas proteinas no se llegan a
incorporar a las vesiculas que se generan en el RE (Teasdale y Jackson, 1996).

i
proteina de ..
secrecion %.5
13\ .

red del dictiosoma red del

cis trans
Golgi Golgi

Figura 2. Mecanismo utilizado para retener las proteinas residentes en el RE

Las proteinas residentes en el RE que se escapan hacia la red del cis-Golgi son
devueltas al RE mediante transporte vesicular. Un receptor de membrana en la red
cis-Golgi captura las proteinas y las conduce en vesiculas de transporte, hacia el
RE. Las condiciones ionicas presentes en el RE separan las proteinas de su
receptor, de forma que el receptor regresa a la red cis-Golgi para ser reutilizado. Se
han encontrado también receptores que reconocen la sefial de retencion en el RE
en las cisternas cis, medial y trans del Golgi. De esta manera, la recuperacion de
las proteinas del RE empieza en la red del cis-Golgi, pero la ruta de retorno
también funciona en las cisternas mas trans del Golgi. En el lumen del RE se
producen interacciones entre las proteinas residentes en el RE, que ayudan a su
retencion. Estas interacciones retardan la salida de las proteinas del RE en relacion
con las proteinas que han de ser secretadas (proteinas de secrecion). En
experimentos en los que se ha eliminado la sefal de retencion de RE de la proteina
BiP, se observa como la BiP abandona el RE y es secretada por la células; ahora
bien, su salida del RE tiene lugar mas lentamente que las proteinas de secrecion
bona fide, lo cual indica que BiP es parcialmente retenida en el RE mediante
interacciones débiles con otras proteinas (Tomado de Alberts y col., 1996).

La identificacion de marcadores moleculares caracteristicos de compartimentos
involucrados en el trafico proteico es un planteamiento muy atractivo que evidenciaria la
presencia de RE y AG siendo buenos candidatos para este estudio el gen ERD2 o receptor
de KDEL, asi como moléculas conteniendo la secuencia KDEL.
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5 ANTECEDENTES DIRECTOS

Una caracteristica importante de E. histolytica es su alta actividad
endocitica y exocitica, incluyendo la velocidad de fagocitosis y la secrecion de
varias proteinas amibianas; todas estas, funciones relacionadas a la
patogenicidad del parasito (Orozco y col., 1983; Rodriguez y Orozco, 1986; Munoz
y col., 1991; McKerrow y col., 1993; Agragual y col.., 1989). Aunque la activacion
secretoria esta bien definida y es aparentemente necesaria para propiedades
liticas e invasivas de la célula, organelos tipicos involucrados en la ruta secretoria
de células eucariotas, tales como el reticulo endoplasmico (RE) y complejo de
Golgi no son facilmente distinguibles.

Estudios iniciales de la ultraestructura de E. histolytica revelaron la
ausencia de reticulo endoplasmico y complejo de Golgi entre otros organelos,
planteandose asi la cuestion sobre, cuales son los mecanismos celulares y
moleculares del trafico proteico en estos organismos. (Rosenbaum y Wittner,
1970; Serrano y col.,1977). Posteriormente Mazzuco y col., (1997) identificaron
por microscopia confocal con NBD-ceramida y por microscopia electronica de
barrido con tiamina pirofosfatasa un posible aparato Golgi.

Estudios recientes utilizando marcadores de RE y AG revelaron la
presencia de un gran numero de vesiculas citoplasmaticas de diferentes tamanos
y formas que se ha sugerido podrian realizar funciones equivalentes a reticulo
endoplasmico y complejo de Golgi (Ghosh y col., 1999).

Lo anterior se apoya con el hallazgo de marcadores con actividades
propias del reticulo endoplasmico tales como la dicol manosa fosfato sintetasa y
regiones de ensamblaje de aspargina-oligosacarido que son comunes
constituyentes de secrecion y proteinas de membrana en células eucariontes
(Villagomez-Castro y col., 1998; Vargas-Rodriguez y col., 1998).

La identificacion de marcadores moleculares en E. histolytica
caracteristicos de compartimentos involucrados en el trafico proteico como, el gen
ERD2, determinan la capacidad y la especificidad de senal de la ruta de reciclaje
del complejo de Golgi al RE que tienen estos parasitos (Sanchez-Lopez y
col.,1998).

También, se han descrito otros genes que codifican para ARF, SRP54, y
proteinas Rab (EhRab7, EhRabl1l, EhRab5, EhRabB y EhRab8) los cuales estan
involucrados en el transporte intracelular en eucariontes superiores, sugiriendo
que los trofozoitos de E. histolytica tienen una maquinaria de transporte similar
al de eucariontes superiores pero presentan un reticulo endoplasmico y un
aparato de Golgi estructuralmente primitivos (Ghosh y col., 1999; Ramos y col.,
1997; Tanaka y col., 1997; Temesvari y col.,, 1999; Saiko-Nakano y col., 2000;
Juarez y col., 2001)
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JUSTIFICACION

Lo anterior sugiere fuertemente la presencia de organelos similares a un Reticulo
Endoplasmico y Aparato de Golgi en E. histolytica, que pudieran participar en los eventos
de endocitosis y exocitosis relacionados a la patogenicidad de la amiba, los cuales
involucrarian un trafico vesicular del que poco se conoce. Un enfoque para estudiar estos
mecanismos, seria el uso de herramientas moleculares que permitan un estudio mas
profundo de su estructura y funcion para identificar y caracterizar estos organelos. El uso
de proteinas fluorescentes ha abierto la posibilidad de monitorear in vivo la expresion y
trafico de moléculas. Por ello en este trabajo planteamos la construccion de vectores de
transfeccion que dirijan la expresion de la proteina verde fluorescente (EGFP) y de una
quimera con la fusion de esta proteina a una secuencia KDEL carboxilo terminal, con los
que se podra estudiar la estructura y organizacion del reticulo endoplasmico en E.
histolytica.

En base a estos antecedentes nos planteamos los siguientes objetivos.
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OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Expresion de la proteina verde fluorescente y la proteina verde fluorescente
fusionada a la secuencia carboxilo terminal que codifica para una secuencia de retencion
KDEL de proteinas para reticulo endoplasmico (EGFP-KDEL) en Entamoeba histolytica.

7.2. Objetivos particulares

1)

2)

3)

Construccion de los dos vectores de transfeccion pAS’EGFPA3’-
AS5'NeoA3” y pAS’EGFP-KDELA3’-A5'NeoA3" bajo el promotor de
actina de Entamoeba histolytica.

Clonar la proteina verde fluorescente (EGFP) asi como una quimera
conteniendo una secuencia carboxilo terminal que dirige la EGFP al
reticulo endoplasmico (EGFP-KDEL) en el vector de expresion
pAS’NeoA3’ reemplazando la secuencia de Neo por EGFP o EGFP-
KDEL.

Obtencion y clonacion de los fragmentos 45 'EGFPA3" y A5 'EGFP-
KDELA3 " al fragmento 45 'NeoA3 " en el vector pBS(+/-) para obtener los
vectores de transfeccion pAS'EGFPA3’-A5'NeoA3” y pAS’EGFP-
KDELA3’-A5"NeoA3’.

Transfectar los vectores pAS’EGFPA3’-A5'NeoA3” y pASEGFP-
KDELA3-A5'NeoA3" en Entamoeba histolytica y analizar su expresion
y localizacion bajo el microscopio de fluorescencia.
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8 MATERIALES Y METODOS

8.1. Material biologico
1) Bacterias

e Escherichia coli DH10B: Son células para la construccion de bibliotecas
geondmicas y clonacion de ADN metilado y cADN. La cepa DHI10B
tiene una mutacién endAl, la cual incrementa la calidad de ADN de
plasmido de los minipreps y hsdRMS que permite la clonacion del ADN
sin cortes por endonucleasas de restriccion endogenas. Esta acepta
plasmidos de gran tamafio debido a una mutacion deoR (Catalogo de
Life Technologies, 2001).

Genotipo: F-merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) D80dlacZAM15
AlacX74deoR recAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK/ rpsL nupG.

e Escherichia coli SURE: Estas células tienen una combinacion de las
mutaciones recB y rec] que les confiere un fenotipo deficiente de
recombinacion que reduce en buena medida la recombinacion homologa.
Incrementan la estabilidad de ADN en secuencias repetidas invertidas o
Z-ADN Reduce eventos de delecion y re-arreglo. Produce minipreps de
alta calidad (Catalogo de Stratagene, 2002).

Genotipo:el4-(McrA-) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endAl suped44 thi-1
grA96 reldl lac recB recJ sbcC umuC::Tn5 (Kan') uvrC [F’ proAB
lacl'ZA(M15Tnl0(Tet')]

2) Parasitos

e Se uso la cepa de Entamoeba histolytica HM-1:IMSS. Esta cepa se
crecid en condiciones axénicas en medio TY-I-S-33 (Diamond y col.,
1978).

3) Plasmidos

e pEGFP (3400 pb): EGFP es una mutante de la GFP silvestre la cual ha
sido modificada para optimizar la obtencion de una mayor fluorescencia
y expresion en células de mamifero (excitacion maxima =488 nm;
emision maxima = 507). El plasmido pEGFP (proteina verde
fluorescente aumentada de la palabra en ingles “enhanced”) codifica la
variante GFPmutl que contiene una substitucion de doble aminoécido de
Phe-64 a Leu y Ser-65 a Thr, ademas la secuencia que codifica a la
EGFP (720 pb) contiene mas de 190 cambios de base silenciosos que
corresponden al uso de codones de humano. La secuencia flanqueante
cuesta arriba ha sido convertida al sitio de inicio de la traduccién de
Kozak para aumentar la eficiencia de traduccion en células eucaridticas.
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El cromoforo de la EGFP tiene una fluorescencia 35 veces mas alta que
la GFP (Clontech, pagina web).

e pAS5’NeoA3’ (5076 pb): Consiste de fragmentos flanqueantes 5° y 3" de
la secuencia que codifica para una region de actina AS" y A3’
respectivamente, estas regiones fueron derivadas de una clona de 10-Kb
de una biblioteca gendmica de E. histolytica. El fragmento AS’ contiene
cerca de 480 pb de la flanqueante 5° a partir del nucleotido —6 con
respecto al sitio de inicio de la traduccion ATG. El fragmento A3’
contiene cerca de 600 pb de la secuencia flanqueante actina 3’ iniciando
6 pb corriente abajo del coddon de paro de actina. Por otra parte contiene
el gen de Neo" (792 pb) que se clono entre las secuencias de AS” y A3’
en los sitios Kpn 1 'y BamH 1, esta secuencia le confiere resistencia a
G418. Las secuencias antes mencionadas (A5’NeoA3’) se clonaron en el
vector pBS +/- (3204 pb) en los sitios EcoR 1 y Xba I (Hamann L y col.
1995; Nickel R y Tannich E. 1994).

e pBS +/- (3204 pb): Contiene un gen que le confiere resistencia a
ampicilina, por lo tanto este antibiotico puede ser usado para seleccionar
células que contienen el plasmido. También tiene un sitio de
policlonacién dentro del cual esta situado el gen /acZ, responsable de la
produccion de la enzima beta-galactosidasa. De esta manera, bacterias
con pBS+/- sin ADN insertado dan como resultado colonias de color
azul cuando crecen sobre medio mas X-gal, un substrato colorimétrico.
Sin embargo, si un segmento de ADN ha sido insertado en el sitio de
policlonacion dentro del gen lacZ, da como resultado una mutacién la
cual provoca que no se produzca la beta-galactosidasa y la colonia de
bacterias con el plasmido es de color normal (blanco) (Stratagene pagina
web).

8.2. Diseiio de oligonucledtidos (Sambrook y col., 1989).

Para la eleccion de los primers, existen una serie de normas que nos pueden ayudar,
aunque hay que indicar también que existen programas de ordenador que nos facilitan esta
tarea (ADNsis, Primer3, etc.).

e El contenido de G + C debe ser aproximadamente del 50%. La relacion
maxima de purinas/pirimidinas sera 60%/40%.

e Deben evitarse zonas con largas secuencias de una sola base.

e Serecomienda que en los extremos las tltimas bases sean G o C.

e Se debe evitar la complementaridad entre la pareja de primers, secuencias
del primer y con otras regiones no deseadas de la secuencia usada como
templado. Si ésta existe entre los extremos 3’, se aumenta la posibilidad de
que se creen dimeros de cebadores.

e Normalmente deben tener un tamafio de 18-30 pb.
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e La Tm de hibridacién de los cebadores ha de ser similar en ambos y sera
variable en funcion de la secuencia de los mismos. Generalmente oscila
entre 45 y 65°C.

Para la amplificaciéon por PCR del gen de la proteina verde fluorescente (EGFP) se
utilizé6 como templado el plasmido pEGFP que contiene la secuencia que codifica para la
proteina verde fluorescente (GFP) la cual ha sido mutada para optimizar la obtencion de

una mayor fluorescencia y expresion en células de mamifero (excitacion maxima =488 nm;
emision maxima = 507) denominada EGFP.

Los productos de PCR se clonaron en un vector de expresion que tiene como
caracteristica el expresar el fragmento clonado bajo el promotor de actina de E. histolytica
en la region flanqueante 5 y la secuencia para la poliadenilacion del gen de actina de E.
histolytica en la region flanqueante 3°.

1) Para la amplificacion del fragmento de EGFP se utilizaron los siguientes
oligonucledtidos:

a) Oligonucledtido sentido 1 SMC-1 SENSE.

5 GCG GTA CCA TGG TGA GCA AGG GCG AGG AG 3’

-En negrillas se muestra la secuencia de la EGFP a partir del sitio de inicio de la
traduccién (indicado en negrillas y mayor tamaiio).

-En subrayado se indica el sitio de restriccion Kpn 1.
-G+C 19/29 > 50% ... 60°.

b) Oligonucledtido antisentido 2 SMC-1 EGFP-ANTISENSE.

5" GGG GAT CCT TAC TTG TAC AGC TCG TCC ATG 3'

-En negrillas se muestra la secuencia complementaria de EGFP a partir del codon de
paro (indicado en negrillas y mayor tamaiio).

-En subrayado se indica el sitio de restriccion BamH 1.
-G+C 16/30 > 50% .. 60°C

En donde el primer 1 representa el inicio (SMC-1 SENSE) y el primer 2 el final
(SMC-1 EGFP-ANTISENSE) de la secuencia que codifica para EGFP.
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El acoplamiento de los primers sera el siguiente:

Extremo cohesivo Primer 1
Kpn1 Sitio de inicio de  gENSE

traduccion
5 H l

GC GGTACC ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG

GTACCTGCTCGACATGTTCATT CCTAGG GG

T Codon de paro T 3

Primer 2 EGFP Extremo cohesivo
ANTISENSE BamH 1

Figura 3. Diseno del oligonucleétido SMC-1 SENSE y SMC-1 EGFP-ANTISENSE

2) Para la amplificacion del fragmento de EGFP-KDEL se utilizaron los siguientes
oligonucledtidos:

a)Oligonucleétido sentido “1” SMC-1 SENSE.

5' GCG GTA CCA TGG TGA GCA AGG GCG AGG AG 3'

-En negrillas se muestra la secuencia de la EGFP a partir del sitio de inicio de la
traduccion (indicado en negrillas y mayor tamano).

-En subrayado se indica el sitio de restriccion Kpn 1.
- G+C 19/29 > 50% .. 60°

b)Oligonucledtido antisentido “3” SMC-1 EGFP-KDEL-ANTISENSE

5'GGG GAT CCT TAA AGT TCA TCT TTC TTG TAC AGC TCG TCC ATG CCG 3'

-En negrillas se muestra la secuencia complementaria de EGFP sin el codon de
paro.

-En itdlicas se muestra la secuencia que codifica para KDEL incluyendo el codon de
paro (indicado en mayor tamario).
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-En subrayado se indica el sitio de restriccion BamH 1.
-G+C 22/23 > 50% .. 60°C

El acoplamiento de los primers sera el siguiente:

Extremo cohesivo “Primer” 1
Kpn1 SENSE
Sitio de inicio de
5 traduccion

GC GGTACC ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG

KDEL

GCCGTACCTGCTCGACATGTTC TTTCTACTTGAAATT CCTAGG GG

3 *
Codon de paro

“Primer” 3 EGFP-KDEL Extremo cohesivo
ANTISENSE BamH 1

Figura 4. Diseiio del oligonucleotido SMC-1 SENSE v SMC-1 EGFP-KDEL-
ANTISENSE

En donde el primer 1 representa el inicio (SMC-1 SENSE) y el primer 3 el final
(SMC-1 EGFP-KDEL ANTISENSE) de la secuencia que codifica para EGFP fusionado a
la secuencia sefial de retencion de Reticulo Endoplasmico (KDEL) y el codon de paro.

Para cumplir con esta meta se consideraron los siguientes criterios:
1. En cada primer se incluyd una secuencia para una enzima de restriccion dando
como resultado un extremo cohesivo lo que facilita su clonacion en el vector (pAS'  A3’)

y que permite la entrada en la fase de nuestra secuencia.

2. Se tuvo el cuidado de seleccionar el nimero y tipo de bases para obtener una Tm
igual en ambos “primers’ facilitando asi las condiciones en los ciclos de amplificacion.

8.3. Amplificacion de EGFP y EGFP-KDEL por PCR (Sambrook y col., 1989).
La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica para la sintesis in
vitro de secuencias especificas de ADN presente en diferentes muestras biolodgicas,

obteniéndose millones de copias de una determinada secuencia de ADN. El inventor de esta
técnica fue Mullis quien se bas6 en la replicacion del ADN de los organismos eucariotas
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realizada por la ADN polimerasa. Estas enzimas realizan la sintesis de una cadena
complementaria de ADN en el sentido 57 al 3’ usando un molde de cadena sencilla a partir
de una region de doble cadena. Para crear estd region de doble cadena se usan los
denominados cebadores los cuales son una pareja de oligonuceotidos sintetizados de
manera que sean complementarios a cada uno de los extremos 3’ del fragmento de ADN
que se desee amplificar.

Partiendo de este principio, el PCR se basa en la repeticion de un ciclo formado por
tres etapas:

1. Desnaturalizacion: La doble hélice de ADN se separa en dos hebras. Para ello se
realiza una incubacion de la muestra a altas temperaturas (93-97°C).

2. Hibridacion: Los cebadores se unen a las zonas 3’ complementarias que
flanquean el fragmento que queremos amplificar. Se realiza cuando Ia
temperatura baja (50-65°C).

3. Extension: Se produce la sintesis de una cadena sencilla (produciéndose un
fragmento de doble cadena complementaria) en la direccion 5* a 3’ mediante la
enzima ADN polimerasa, la cual incorpora los deoxinucleotidos fosfato presentes
en el medio siguiendo la cadena molde, la etapa de extension se realiza a 72°C.

Los componentes para realizar un PCR son los siguientes: muestra de ADN,
cebadores, Tag ADN polimerasa, (una enzima termoestable aislada de la bacteria Termus
aquaticus que soporta altas temperaturas), deoxinucleotidos trifosfato o dNTPs, (dATP,
dGTP, dCTP y dTTP), tampdn de la reaccion y sales.

El PCR es una técnica muy sensible, por lo que es de gran importancia tener los
siguientes cuidados para evitar contaminantes que puedan resultar en resultados falsos
positivos:

Uso de instrumental exclusivo para PCR.

Utilizacién de reactivos y tubos estériles.

Uso de guantes del manipulador.

No usar un alto numero de ciclos, normalmente el nimero de ciclos es de 25-30.

La concentracion de dNTPs debe ser igual para los cuatro.

Disminuir en lo posible ¢l tiempo de cada etapa.

El ADN no puede estar fragmentado en trozos mas pequefios de los que queremos
amplificar, tampoco deben existir trazas de alcohol que pueden inhibir la actividad de la
polimerasa.

» (Cantidad de la muestra (ElI minimo oscila entre 10-100 ng. y el maximo entre 400-
500 ng.).

Y YY VYV YY

Tomando en cuenta lo antes mencionado en un tubo para PCR de 200 pl se
agregaran los siguientes reactivos:
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Reactivo ul Reactivo ul
Agua Estéril 66.5 Agua Estéril 66.5
pEGFP (Templado) 20ng 1 pEGFP (Templado) 20 ng 1
SMC-1 EGFP-AS 0.1pg/ul 1 SMC-1 EGFP-KDEL-AS 0.1pug/ul 1
SMC-1 SENSE 0.1 pg/ul 1 SMC-1 SENSE 0.1pg/ul 1
Buffer 10X Taq. Pol. Alta Fidelidad | 10 Buffer 10X Taq. Pol. Alta Fidelidad | 10
dNTPs 1.25 mM 16 dNTPs 1.25 mM 16
MgSO,4 50 mM 4 MgSO,4 50 mM 4
Enzima Taq. Pol. Alta Fidelidad 0.5 Enzima Taq Pol Alta Fidelidad 0.5
Total 100 Total 100

La enzima polimerasa utilizada fue la PLATINUM Taq DNA Polymerase High
Fidelity Cat. No. 11304-011; Lot. No. 1098121; GIBCO BRL.

Condiciones de PCR.
94°C 3’ 1 ciclo
94°C 2
60°C 1’ 30 ciclos
2°C 27
72'¢ 10° lciclo

8.4. Purificacion del producto de PCR

Este protocolo describe el método mas comunmente usado para purificar y
concentrar preparaciones de ADN.

Para verificar nuestra amplificacion se corrio una alicuota de 10 pl de cada muestra
en un gel de agarosa TBE al 1%. Posteriormente se precipitd el restante de la reaccion de
PCR con '/, de volumen de acetato de sodio 3 M mas 2.5 volumenes de etanol absoluto; se
dejo a -70°C por 20°, se centrifugd 12,000 rpm/15 min/4°C, se lavé con etanol al 70% y
finalmente se centrifugd 12,000 rpm/10 min/4°C, se seco perfectamente y se resuspendio
en 10 pl finales de TE.

8.5. Electroforesis verticales de ADN en geles de agarosa (Sambrook y col., 1989).

El objetivo de la electroforesis es determinar el peso de una cadena de ADN
basandose en el principio que cuando una corriente eléctrica pasa a través del gel, el ADN
se desplazara a través del gel en una relacion que es inversamente proporcional al logaritmo
de su peso molecular.

Esto quiere decir que las bandas de ADN mas cortas (con un peso molecular

menor), migraran mas rapido que las bandas de ADN mas largas (con un peso molecular
mayor).
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Para facilitar la identificacion del ADN, éste se tifie con una solucion de azul de
bromuro de etidio, también se usan los colorantes, azul de brofenol, xilencianol, para
indicar el grado de corrimiento durante la electroforesis. El bromuro de etidio indica la
posicion exacta del ADN cuando este es expuesto a la luz ultravioleta ya que se intercala
entre las bases nucleotidicas de ADN.

Es importante incluir siempre un estandar de peso molecular para indicar el peso de
cada banda de ADN que se desea observar. A continuacion se muestran los marcadores

utilizados en este trabajo.

bp bp
40 000
10 000 -
A144 =
6108
5.090
4072
LS —
b
2 036 — e
i
1.G636
eno- £ ]
R )
1018
e
i i
517:506
i TS
100 Rl
1 Kb DNA Extension Ladder 100 bp DNA Ladder
0.3 ppiane; 19% agarose 3 pgAane. 1 5% agarose gel
i 13 TAE stained with stamnead with ethidiom bDromide

ethidium brormide Cat. No. 15628-019

Cat. No. 10511-012
Figura 5. Marcadores Moleculares, GIBCO BRL

Para preparar el gel se disolvio la cantidad de agarosa necesaria a la concentracién
deseada en solucion TBE 1X; después se calento hasta disolver y se vertié en un vidrio al
cual se le colocé un peine para hacer pozos (el no. de pozos depende de las muestras).
Posteriormente ya que se polimerizo el gel se colocd en una camara de electroforesis con

buffer TBE 1X.

El ADN se mezcld con buffer de muestra y se colocé en los pozos, se corrié a 99
volts, se tind con bromuro de etidio al 1%, se lavé con agua milliQu durante 10’ y
finalmente se tomo la fotografia en un analizador de imagenes.

8.6. Obtencion de células calcio competentes

Este tratamiento prepara la pared bacteriana para facilitar la entrada de ADN de
plasmido por un mecanismo no dilucidado.
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La preparacion de las bacterias calcio competentes es un proceso muy delicado en el
que hay que cuidar diferentes factores como el usar bacterias en fase logaritmica de
crecimiento y temperaturas bajas de 4°C durante todo el procedimiento.

El rendimiento de la transformacion es un reflejo de la eficiencia que las células
competentes tienen para ser transformadas por el ADN de plasmido. Para calcular el
rendimiento se necesita previamente purificar y cuantificar un plasmido control.

. . No. de colonias L
Eficiencia = (factor de dilucion)

DNA (ng)

Para lograr una transformacion exitosa la eficiencia de las células competentes debe
de encontrarse dentro de los limites establecidos (107 y 10® transformantes/ pg ADN).

Tomando en cuenta lo antes mencionado se inocul6 una colonia bacteriana fresca en
20 ml de medio LB en un matraz de 250 ml y se dejo toda la noche con agitacion constante
(250 rpm) a 37°C. De este cultivo se tom6 2 ml y se pusieron en un matraz de 250 ml con
20 ml de medio TYM, en este paso el cultivo se dejo crecer hasta que se observo una D.O.
entre 0.2-0.8. Se colocd todo el cultivo anterior en un matraz de 2 It con 100 ml de medio
TYM y se dejé incubar a una D.O. entre 0.5 a 0.9. Se agregd medio TYM hasta obtener
500 ml finales y se dejo crecer hasta que alcanzo una D.O. de 6.0 (esta lectura debe ser
exacta ya que cualquier variacion influye de manera considerable en la eficiencia de las
células); el cultivo se coloco inmediatamente dentro de hielo — agua. El cultivo se
centrifugé 4000 rpm /15 min/4°C posteriormente se desechd el sobrenadante  se
resuspendio muy suavemente en 100ml de la solucion TFBI. Después se centrifugéd a 4000
rpm/ 8min./ 4°C, se desecho el sobrenadante se resuspendié muy suavemente en 20 ml
de la solucion TFBII. Se pusieron alicuotas en tubos eppendorf y se congelaran en hielo
seco-etanol, finalmente las células se almacenaron en un ultra congelador a —70°C.
Posteriormente las células se transformaran con diferentes concentraciones de ADN de
plasmido (0.1, 1.0 y 10 ng) para determinar su eficiencia de transformacion.

NOTAS:
Los cultivos se incubaron a 37°C y en agitacion (250 rpm).

Todo el procedimiento después de haber alcanzado la D.O. de 6.0 se hizo en el
cuarto a 4°C con todas las soluciones y material pre-enfriado.

Las células se resuspendieron con agitacion suave (sin utilizar vortex, o pipeta).
Para que la eficiencia de transformacion fuere alta, el método de congelado
(nitrégeno liquido o hielo seco-etanol) asi como el choque térmico en la transformacion

(37°C/5 min o 42°C/1.5 min), fue evaluado en cada cepa bacteriana.

Las cepas que se prepararon son DH10B para la primer construccion y la SURE
para la segunda construccion.
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8.7. Transformacion de las células calcio competentes

La transformacion de las células calcio competentes consistid en la introduccion del
ADN Yy las bacterias calcio competentes y la posterior introduccion del ADN mediante un
choque térmico.

En un tubo de vidrio se agregaron diferentes cantidades de ADN (dependiendo de
lo que se este transformando), 100 pl de solucion TFBII y 50 ul de células; se dejaron en
hielo a 4°C durante 10 min. Hasta este paso todo se hizo con material y reactivos pre-
enfriados y en el cuarto a 4°C. Posteriormente se le dio un choque térmico a 37°C/ 5 min
(esta condicion varié a 42°C/ 1.5 min dependiendo de la cepa bacteriana usada). Se agregd
1 ml de medio de cultivo LB y se incubd a 37°C en agitacion por 1 h; finalmente se plaqued
en cajas de medio LB agar + 100 pg/ml de ampicilina (300 pl de ligacion/ placa) y se dejo a
37°C por 24 h.

NOTA:

En la segunda construccién el choque térmico se modificéd a 42°C/ 1.5 min y al
momento de cualquier incubacion se dejé a 30°C para evitar recombinaciéon de las
secuencias repetidas de nuestras construcciones. Por otra parte a las cajas de medio LB agar
+ 100 pg/ml de ampicilina se les adicioné 40 pl de X Gal 20 mg/ml y 4 pl de IPTG 20
mg/ml (1M).

8.8. Extraccion de ADN de plasmido (Ausubel y col., 1999).

Los ADNs de plasmido fueron purificados de cultivos liquidos conteniendo el
antibidtico de seleccion. Existen diferentes métodos de extraccion y purificacion de ADN
de plasmido de acuerdo a la pureza y cantidad de ADN deseada a obtener. En este trabajo
se utilizaron tres:

1) STET PREP (miniprep). Este procedimiento es recomendado para preparar pequernas
cantidades de ADN de plasmido cuando se desean analizar una gran cantidad de
clonas positivas a la resistencia al antibiético usado en la seleccion.

Se inocul6 una colonia en 5 ml de LB + 100 pg/ml de ampicilina. y se dejo incubando
toda la noche. Del cultivo anterior se tom6 1.5 ml, se centrifugd a 12,000 rpm/30 seg se
desechd el sobrenadante y se le agregaron a la pastilla 350 pl de solucion STET. Se mezclé
en vortex hasta disolver la pastilla y se le adicioné 25 pl de lisozima fresca (10 mg/ml). El
tubo se colocéd 40 seg (exactos), en agua hirviendo. Posteriormente se centrifugé 12,000
rpm/10 min./T. amb. se recuperé el sobrenadante, se le afadié 40 pl de acetato de sodio
25 M y 420 pul de isopropanol y se dejé 10 min a temperatura ambiente. Después se
centrifugd 12,000 rpm/15 min/4°C., la pastilla se lavé con etanol al 70%, se centrifugo
12,000 rpm/15 min/4°C., se dejo secar para finalmente resuspender en 25 pl de agua o
solucion TE y almacenar a 4°C.
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2) Lisis Alcalina. Este es un método que permite la obtencion de ADN razonablemente
limpio y en buena cantidad permitiendo que el ADN extraido pueda ser utilizado para
reacciones y clonaciones posteriores.

Se inoculd una colonia en 20 ml de LB + 100 pg/ml de ampicilina, se incubd a 37°C
por 24 h Se centrifugé 10 ml del cultivo anterior a 4000 rpm/10 min/4°C. Se resuspendio
en 200 pl de solucion I. Se adiciondé 400 pl de solucion I, se mezcld por inversion varias
veces hasta que la suspension se vio translucida, se dejo reposar 5 min en hielo, se agrego
300 pl de solucion III y se colocod en hielo de 3-5 min. Se centrifugd a 12000 rpm/5
min/4°C. El sobrenadante obtenido se transfiri6 a un tubo nuevo de 1.5ml, se agregé 2 ul de
RNAsa y se incubd a 37°C/2 h; posteriormente se agregd volumen a volumen fenol-
cloroformo isoamilico; se agit6 hasta que se obtuvo una mezcla homogénea, se centrifugd
a 12,000 rpm/5 min/4°C, la fase acuosa se separd de la fase organica para transferirla a un
tubo nuevo, se le agregdé un volumen igual de isopropanol y se dejo a temperatura ambiente
20 min. Después se centrifugé 12,000 rpm/5 min/4°C, la pastilla obtenida se lavé en 1 ml
de etanol al 70%. La pastilla se seco al vacio con centrifuga en un concentrador Savant
(speedvac ADNHO), y finalmente se resuspendié en 100 ul de TE.

3) CsCl/Bromuro de Etidio. Este procedimiento se utiliza para extraer gran cantidad de
ADN con alta pureza ademas de permitir la separacion de ADN circular y cortado en
una sola cadena (nicked).

Se inoculo una colonia en 10 ml de LB + 100 pg/ml de ampicilina y se dejo a 37°C t.
el dia. Del cultivo de todo el dia se tomaron 5 mly y se pusieron en un matraz de 1 It.
mas 500 ml de LB + 100 pg/ml de ampicilina y se dejaron a 37°C t. la noche.
Posteriormente se centrifugé a 5000 rpm (rotor GSA)/10 min/4°C se desechd el
sobrenadante y la pastilla se resuspendi6 en 4 ml de soluciéon TS después se le agregaron 4
ml de solucion ELT y se colocaron a 70°C/10 min exactos. Pasados los 10 min se
centrifugo a 40,000 rpm/20 min/20°C (rotor SW40T1), se recupero el sobrenadante y se le
agregd volumen a volumen solucion PEG-NaCl y se dejo 30 min. a temp. amb. Se
centrifugd a 7,000 rpm/10 min/4°C (rotor GSA), se resuspendié en 3 ml de solucién TE,
se adiciond 25 pl de RNAsa (5 pg/ml) y se incubd a 37°C aproximadamente 4 h
Posteriormente se agregaron 4 g de Cloruro de Cesio + 500 pl de Bromuro de Etidio (5
mg/ml). Se centrifugé a 90,000 rpm/14 h aprox./20°C (rotor STV90). Con la ayuda de la
luz U.V. se recuper6 la banda de ADN circular, se le agregé volumen a volumen
isopropanol para quitar todo el Bromuro de Etidio tantas veces como sea necesario (aprox.
3 0 4), se agregaron tres volimenes de etanol al 70 % y se dejo a —20°C t. la noche. Se
centrifugd a 10,000 rpm/10 min/4°C, se resuspendio en TE y se extrajo volumen a volumen
con fenol-cloroformo. Se centrifugd a 12,000 rpm/1 min y recuperd la fase superior (dos
veces). Se agrego 1/10 de acetato de sodio 2.5 M mas 2.5 volumenes de etanol absoluto y
se dejo a -70°C/20 min. Finalmente se lavo con etanol al 70%, se centrifugé 12.000 rpm/ 5
min y se resuspendio en TE.
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8.9. Digestion del ADN con enzimas de restriccion

Las endonucleasas de restriccion, o enzimas de restriccion, son usadas para cortar
ADN en secuencias especificas, realizando un corte cohesivo (corte segmentado que libera
dos extremos de ADN que son complementarios) o rasurado (corte lineal).

Las enzimas de restriccion son utiles por varias razones: (1) Tienen unicamente
actividad de restriccion. (2) Cada corte es predecible y de manera consistente dentro del
sitio o adyacente a la secuencia de reconocimiento. (3) Estas solo requieren del ion

. ++
magnesio (Mg ') como cofactor y no de ATP.

Desde un punto de vista general, todas las enzimas de restriccion necesitan
“anclarse o fijarse” previamente a la cadena de ADN para reconocer o cortar en un sitio

dado. Este “anclaje” depende del tipo de enzima requiriendo entre 5 y 20 pb para unirse.

Para crear sitios de corte cohesivo en los insertos y el vector, se realizaron las
siguientes digestiones.

Digestion con BamH 1 y Kpn 1.

Digestion con BamH 1 Digestion con BamH |
Reactivo ul Reactivo ul
ADN EGFP o EGFP- 5 ADN pA5’NeoA3’ 20
KDEL(PCR) (Lisis Alcalina)
BSA 10X 2 BSA 10X 4
NEBuffer BamH 1 10X 2 NEBuffer BamH 1 10X 4
Enzima BamH | 2 Enzima BamH I 4
H,O estéril 9 H,O estéril 68
Total 20 Total 100

La digestion se incubd a 37°C aproximadamente 2 h o mas. Posteriormente se
inactivo la enzima BamH 1 por calor a 80°C/20 min para evitar efecto estrella (la enzima
corta en otros sitios) cuando se puso la enzima Kpn I; ya que los buffers de las enzimas no
son compatibles. Posteriormente se precipitd con /o de acetato de sodio mas 2.5
volimenes de etanol absoluto; se dejé a —70°C por 20 min, se centrifugd 12,000 rpm/15
min/4°C se lavd la pastilla con etanol al 70% por 20 min, se centrifugd 12,000 rpm/15
min/4°C y se secd la pastilla al vacid con centrifugacion en un concentrador Savant
(speedvac ADNHO) y finalmente se resuspendio en 4 pl de H,O estéril para EGFP, EGFP-
KDEL y 78 pul para pAS’NeoA3’.
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Digestion con Kpn 1 Digestion con Kpn |
Reactivo ul Reactivo ul
ADN EGFP o EGFP- 4 ADN pA5°Neo3’A*/BamH 1| 78
KDEL"/BamH 1 BSA 10X 4
BSA 10X 2
NEBuffer 1 10X 4
NEBuffer 1 10X 2 :
: Enzima Kpn | 4
Enzima Kpn | 2 Total 100
Total 10

Para comprobar la correcta insercion y orientacion del gen clonado, en las
construcciones pAS’EGFPA3’ y pAS’EGFP-KDELA3’ se realizaron las siguientes
digestiones:

Digestion con Neo 1 + BamH 1 Digestion con Neo 1+ Kpn |
Reactivo ul Reactivo pl
ADN pAS’EGFPA3’ o ADN pAS’EGFPA3’ o
pAS’EGFP-KDELA3J’ s pAS’EGFP-KDELA3’ 5
(miniprep) (miniprep)
BSA 10X 1 BSA 10X 1
NEBuffer BamH 110X 1 NEBuffer 1 10X 1
Enzima BamH | 1 Enzima Kpnl 1
H->O estéril 2 H>O estéril 2
Total 10 Total 10
Digestion con Neo | + EcoR 1 Digestion con Neo | + Xba |
Reactivo ul Reactivo pl
ADN pAS’EGFPA3’ o ADN pAS5’EGFPA3’ o
pAS’EGFP-KDELA3’ 5 pAS’EGFP-KDELA3’ >
(miniprep) (miniprep)
NEBuffer EcoR 110X 1 BSA 10X 1
Enzima EcoR 1 1 NEBuffer 2 10X 1
H,O estéril 3 Enzima Xba 1 1
Total 10 H->O esténl 2
Total 10

Para extraer las regiones A5 'EGFPA3’ (1800 pb), A5’ EGFP-KDELA3' (1815 pb) y
A5’'NeoA3' (1872 pb) se digirieron las primeras construcciones y el plasmido donde se
encuentra la secuencia de pA5’NeoA3’; con las enzimas EcoR 1 y Xba 1.
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Digestion con EcoR 1+ Xba |
Reactivo ul
ADN pA5S’EGFPA3’ o
pAS’EGFP-KDELA3’ o 5
pA5’NeoA3’ (Lisis Alcalina)
NEBuffer H
Enzimas EcoR 1y Xbal
H,O estéril
Total 10

lad | i | =

El vector pBS (+/-) donde se clonaron los fragmentos antes mencionados se
digirié con la enzima Xba 1.

Digestion con Xba |
Reactivo
ADN pBS (+/-) 1pg/ul
BSA 10X
NEBuffer 2
Enzima Xba l
H,O estéril
Total

bt

Pd | i | i | = | n | =

o

Para comprobar la correcta insercion y orientacion del gen clonado, en las
construcciones pAS’EGFPA3’-A5’NeoA3” y pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’

se
realizaron las siguientes digestiones:

Digestion con Pst | Digestion con Sph |
Reactivo ul Reactivo ul
ADN pA5’EGFPA3’- ADN pAS’EGFPA3’-
A5’NeoA3’ o pAS’EGFP- 5 AS5’NeoA3’ o pAS’EGFP- 5
KDELA3’- A5’NeoA3’ KDELA3’- A5’NeoA3’
(miniprep) (miniprep)

NEBuffer H 1 NEBuffer M 1
Enzima Pst | 1 Enzima Sph 1 1

H,O estéril 3 H,O estéril 3

Total 10 Total 10

Expresion de la EGFP y la EGFP-KDEL en E. histolvtica 30



Materiales y métodos

Digestion con Nco | Digestion con Xba |
Reactivo ul Reactivo ul
ADN pAS’EGFPA3’- ADN pAS’EGFPA3’-
AS5’NeoA3’ o pAS’EGFP- 5 A5’NeoA3’ o pA5S’EGFP- 5
KDELA3’- A5’NeoA3’ KDELA3’- A5’NeoA3’
(miniprep) (miniprep)
NEBuffer 4 1 NEBuffer H 1
Enzima Nco 1 1 Enzima Xbal 1
H>O estéril 3 H>O estéril 3
Total 10 Total 10

8.10. Purificacion de ADN de geles de agarosa

Se corrieron los fragmentos de ADN que se deseaban purificar en un gel de agarosa
TAE al 1% en una camara de electroforesis con buffer TAE 1X a 60 volts. El gel se tifi6
con bromuro de etidio cubierto de la luz y finalmente se cortd la banda de interés con la
ayuda del transiluminador de luz U.V.

El ADN se purificéd con el protocolo del kit de QUIAGEN Cat. No. 28704:

Se peso el fragmento de gel de agarosa conteniendo el fragmento de ADN deseado
y se hizo la conversion de gramos a mililitros asumiendo que 1 mg es igual a 1 pl. Se le
agregd tres veces el peso de agarosa en ul de buffer QG y se incubd a 50°C por 10 min.
hasta que la agarosa se disolvié completamente. Se comprob6 que el color de la mezcla
fuera amarillo; cuando el color fue naranja o violeta se adiciond 10 pl de acetato de sodio
3M pH 5.0 y se mezcld hasta que el color se torné amarillo. Se colocd la mezcla en una
columna QUIAGEN vy se centrifugd por Imin a 13,000 rpm Se deseché el sobrenadante y
se adiciono 0.5 ml de buffer QG a la columna y se centrifugd por Imin a 13,000 rpm
eliminando asi los restos de agarosa. La columna se lavé con 0.75 ml de buffer PE y se
centrifugé por Imin. a 13,000 rpm (antes de centrifugar se dej6 de 2 a 5 min en el buffer si
el ADN se utilizo en ligaciones o secuenciacion). Se desechd el sobrenadante y se volvié a
centrifugar para desechar todos los residuos de etanol. Finalmente se coloco la columna en
un tubo nuevo de 1.5 ml para eluir el ADN adicionando 50 pl de buffer EB, se dejoé 1 min
y se centrifugd 1 min a 13,000 rpm. El ADN purificado se almacené a -20°C.

8.11. Ligacion (Ausubel y col., 1999).

La clonacion consiste en insertar un segmento de ADN de interés dentro de un
vector de clonacion para obtener grandes cantidades del vector recombinante.
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La generacién de clonas recombinantes usualmente involucra unir covalentemente
(ligacion) dos o mas fragmentos los cuales han sido digeridos previamente. La ligacion se
lleva a cabo con la enzima T4 ADN ligasa, la cual es producida por el fago T4 ADN ligasa
de E. coli, requiriendo para su actividad Mg™" y ATP como cofactores. La ligasa formara
dos uniones covalentes dando como resultado un unico fragmento de doble cadena.

El vector de clonacidon usado en este trabajo es una molécula de ADN de forma
circular denominado plasmido. Los plasmidos que han sido construidos para clonacion
molecular son relativamente pequefios (2.5 a 4.0 Kb), contienen un origen de replicacion
(or1) para mantener su estado auténomo, un marcador de seleccion, necesario para mantener
la presencia del plasmido en la célula y contiene un polilinker o sitio multiple de
clonacién (MCS), que es un segmento pequeiio de corte con sitio unico para una gran
variedad de endonucleasas de restriccion en el cual el ADN de interés puede ser insertado
sin interferir en la habilidad que tiene el plasmido para replicarse o para conferirle el
fenotipo de seleccion al hospedero.

El plasmido utilizado en la primera construccion contenia la secuencia del promotor
de actina de E. histolytica en la region flanqueante 5° (AS’) y la secuencia para la
poliadenilacion del gen de actina de E. histolytica en la region flanqueante 3° (A3’) y la
secuencia que codifica para el gen de Neomicina la cual es una droga de seleccion;
clonados en el vector pBS+/-. Esta construccion consistié en remplazar la secuencia de Neo
por la de la EGFP o EGFP-KDEL para obtener los plasmidos pAS’EGFPA3’ y
pAS’EGFP-KDELA3’.

En la segunda construccion se clonaron los fragmentos A5 ' EGFPA3’ + A5 'NeoA3'
A5'EGFP-KDELA3" + A5'NeoA3' en el vector pBS+/- para obtener los plasmidos
pAS’EGFPA3’-A5’NeoA3’y pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’.

La clonaciéon de los fragmentos EGFP o EGFP-KDEL amplificados por PCR en el
vector pAS’ A3’ asi como un control que fue el vector sin inserto se ligaron bajo las
siguientes condiciones:

Ligacion (EGFP o EGFP-KDEL) + Control
pAS5' A3’ Reactivo ul
Reactivo pl ADN pA5' A3’ (lisis alcalina) 2
ADN EGFP o EGFP-KDEL ATP 1
(PCR) (2:1 inserto:vector) 5 Buffer 10X T4 ADN Ligasa 1
ADN pAS' A3’ 2 T4 ADN Ligasa 0.5+0.5
ATP 1 H,O estéril 5
Buffer 10X T4 ADN Ligasa 1 Total 10
T4 ADN Ligasa 0.5+0.5
Total 10
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La T4 ADN ligasa se adicion6 en dos ocasiones: al inicio de la reaccion, y después
de haber incubado 5 h a 16°C. La segunda ocasion incub6 toda la noche a para asegurar la
ligacion.

Los fragmentos A5 ' EGFPA3" + A5 'NeoA3, A5'EGFP-KDELA3’ + A5'NeoA3, se
ligaron en el vector pBS (+/-) bajo las siguientes condiciones.

Ligacion (45 EGFPA3" o A5 EGFP-
KDELA3") + A5 'NeoA3' + pBS (+/-)

Reactivo ul
ADN (45’ EGFPA3 o
A5’ EGFP- KDELA3') + 7
A5’NeoA3’+  pBS (+/-)
(1:1:1)

ATP 1

Buffer 10X T4 ADN Ligasa 1
T4 ADN Ligasa 1
Total 10

NOTAS:

Las muestras se precipitaron (con la misma técnica con la que se precipitaron los
PCR) para concentrar y resuspender directamente en la mezcla de ligacion con las
siguientes cantidades:

-20 ul A5'NeoA3’ (lisis alcalina) + 40 ul A5’ EGFPA3’ (lisis alcalina) + 0.5 pl de
vector pBS +/- (1pg/ul) (1:1:1).

-20 ul A5'NeoA3’ (lisis alcalina) + 40 pl A5 ' EGFP-KDELA3 " (lisis alcalina) + 0.5
ul de vector pBS +/- (1pg/pl) (1:1:1).

Se dio un choque térmico a la reaccion a 50°C por 30 seg. antes de agregar la
enzima para eliminar estructuras secundarias que pudieran bloquear o disminuir la
eficiencia de la ligacion.

Finalmente la reaccion, ya con la enzima, se dejé 20 min. a temperatura ambiente y
se transformaron 5 pul de cada una de las ligaciones plaqueando el total de la transformacion
usando 300 pl/placa en LB+ ampicilina.

La enzima utilizada fue la T4 ADN Ligasa No. M0202S Lot. No. 71; BioLabs.

8.12. PCR de la colonia bacteriana
Se tomaron varias colonias aisladas (con la ayuda de palillos) de las placas donde

se transformaron las ligaciones EGFP + pAS5’ A3’ y EGFP-KDEL + pAS5’ A3’ con el
fin de verificar que el inserto corresponde al gen amplificado por PCR. El palillo se lavé en
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10 pl de agua estéril y lo que queda adherido en el palillo se volvié a sembrar en una caja
de LB + ampicilina 100 pg/ml.

Se utilizaron 3.4 pl de la solucion anterior y se le agregd 1.6 ul de la mezcla
madre siguiente:

Reactivo ul
Agua Estéril 20
SMC-1 EGFP-SCAS 0.1ug/ul 1
SMC-1 SENSE 0.lug/ul 1
Buffer 10X Taq. Pol. 10
dNTPs 1.25mM 16
Enzima Taq. Pol. 0.5
Total 50

Se preparé un control positivo (aprox. 40 ng de plasmido de la proteina verde
fluorescente) y un control negativo (aprox. 40 ng de plasmido que se utilizd como vector
pAS’NeoA3’) mas 1.6 pul de la mezcla madre.

Posteriormente las muestras problema y los controles se sometieron al siguiente
ciclo en la maquina de PCR:

Condiciones de PCR.
94°C 3 1 ciclo
94°C bag
60°C 1’ 30 ciclos
T2 2
72°C 10° lciclo

Finalmente las muestras se corrieron en geles de agarosa para analizar si se
amplifico la secuencia de interés.

8.13. Cuantificacion espectrofotométrica de ADN

Para cuantificar la cantidad de ADN y su pureza se determind la D.O de cada
muestra a una longitud de onda de 260 nm y a 280nm. Una D.O. de 1 corresponde a
aproximadamente 50 pg/ml de ADN de doble cadena, 40 pg/ml de ADN de cadena sencilla
y aproximadamente 20 pg/ml para oligonucledtidos de cadena sencilla. El radio de las
lecturas de 260nm/280nm=1.8 indica que el ADN es puro. Las muestras de ADN se
diluyeron 1:1000 pl con agua y se realizo la lectura en una cubeta de cuarzo. La densidad
Optica se leyo en un espectrofotometro UV/VIS “Beckman™ a la longitudes de onda antes
descritas.
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6.14. Transfeccion de amibas con pAS’EGFPA3’-A5’NeoA3’ y pAS’EGFP-KDELA3’-
A5’NeoA3’ con Fosfato de Calcio

Después de haber clonado el gen de interés en el vector de expresion deseado, se
analizo la expresion de la proteina EGFP y la quimera EGFP-KDEL, después de su
transfeccion a los trofozoitos de Entamoeba histolytica HM1:IMSS.

Hay dos tipos de transfecciones (descritos en células de mamiferos) transitoria y
estable o permanente. En una transfeccion transitoria, la transcripcion del gen puede ser
analizado entre 1 y 4 dias después de haber introducido el ADN. Por otro lado, muchos
experimentos requieren la formacion de lineas celulares que contengan el gen(s) los cuales
son integrados dentro del ADN cromosomal dando como resultado una transfeccion estable
0 permanente.

Podemos considerar dos grandes grupos de técnicas de transfeccion: 1) Métodos
fisicos que se basan en el uso de sistemas mecanicos, no bioldgicos, para lograr la
insercion de material genético en las células. Los principales son: Electroporacion y
Microinyeccion. 2) Métodos quimicos basados en la formacion de complejos que las
células sean capaces de adquirir e incorporar, bien sea directamente mediante la ruta
endocitica (fosfato calcico, DEAE dextrano) o a las membranas (lipofeccion).

El método del fosfato calcico esta basado en la obtencién de un precipitado entre el
cloruro de calcio y el ADN en una solucidon salina de fosfatos. En esta situacion co-
precipitan formando unos agregados que son endocitados/fagocitados por las células.
Aparentemente el agregado de calcio protege al ADN de la degradacién por las nucleasas
celulares. El tamaiio y la calidad del precipitado es critico para el éxito del proceso.

Se precipitaron 40 pg de ADN, se le agregd 16 pl de agua estéril, 100 pl de CaCl,
(0.25 M) y se le agregd lentamente con agitacion continua 100 pl de HBS (2X). Se dejo de
20 a 30 min a temp. amb. Finalmente se le agregd a una caja de cultivo con 1X10° amibas
(un tubo confluente) en un volumen final de 40 ml de medio y se dejo a 37°C. Después de
24 h se adiciono la droga G418 (analogo de Neomicina) a una concentracion S pg/ml en el
medio de cultivo. Posteriormente a las 32 h de haber agregado la droga se tomo6 una
alicuota de 1 ml de la caja del control y de las que tiene el ADN, se centrifugaron por 2 a 3
seg a 12,000 rpm y se lavaron con PBS al 1X, (este paso se repitié una vez mas) para evitar
la auto-florescencia del medio de cultivo TY1-S-33. Finalmente las amibas se observaron
en un microscopio de fluorescencia “Olimpus™ y se tomaron las imagenes con ayuda del
Software Twin Viewfinder, version 3.0 y fueron procesadas con el Software Image-Pro
Plus, version 4.0.
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1 2 RESULTADOS

12.1. Construccion de los vectores de transfeccion pAS’EGFPA3’ y pAS’EGFP-
KDELAY

Como se dijo anteriormente el objetivo del presente proyecto es la expresion, en
trofozoitos de E. histolytica, de la proteina verde fluorescente (EGFP) y de esta proteina
fusionada a una secuencia KDEL que dirigird a la EGFP al Reticulo Endoplasmico (EGFP-
KDEL). Por ello como un primer paso se construyeron dos vectores de transfeccion en
donde la expresion de estas secuencias esta bajo el promotor de actina de E. histolytica.

Siguiendo la estrategia experimental descrita anteriormente como se muestra en la
figura No. 6, en un primer paso se amplificaron por PCR los fragmentos de ADN
conteniendo la secuencia que codifica para EGFP y EGFP-KDEL como se describié en
materiales y métodos.

2036
1636

1018

506

Figura 6

Figura 6. Amplificacion de la secuencia que codifica para EGFP y EGFP-KDEL por
PCR
Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcadores de
peso molecular de 1 Kb (3pul), 2) Producto de amplificacion de la secuencia que
codifica para EGFP (10ul) y 3) Producto de amplificacion de la secuencia que
codifica para EGFP-KDEL (10 pul). A la izquierda se muestran los Pesos

Moleculares de los Marcadores. IZT
®

Los productos de amplificacion obtenidos correspondieron a 720 pb para la EGFP y
732 pb para la EGFP-KDEL correspondiendo al peso molecular esperado. Ambas bandas
migraron de manera similar ya que la resolucion del gel de agarosa al 1% no permite
detectar diferencias tan pequenas de peso molecular.
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Los productos de PCR se precipitaron y se sometieron a digestion con las enzimas
de restriccion Kpn 1 en el extremo 5° y BamH 1 en su extremo 3" de EGFP y EGFP-KDEL,
produciendo extremos cohesivos en ambos lados de los fragmentos de amplificacion para
su posterior clonacion en el vector de expresion.

Por otro lado el ADN de pAS5’NeoA3’ de 5076 pb (Figura No. 7) extraido por lisis
alcalina, fue digerido con las enzimas de restriccion Kpn 1 'y BamH 1, liberando un
fragmento de 792 pb correspondiente a la secuencia que codifica para Neomicina (Neo) y
otro de 4284 pb correspondiente a la secuencia del vector pBS (+/-) junto con las
secuencias de los extremos flanqueantes 5° y 3’ del gen de actina de E. histolytica
(pAS'  A3’) como se muestra en la Figura No. 8. Una vez verificado que se obtuvo la
digestion completa del ADN, el total de la digestion se corrid en un gel de agarosa
preparativo TAE para la posterior purificacion del fragmento de 4284 pb (pAS’  A3")
utilizando el kit de QIAGEN como se describe en materiales y métodos. Para verificar la
integridad y pureza del fragmento de 4284 pb purificado, una alicuota de la muestra se
corrio en un gel de agarosa como se muestra en la Figura No. 9. Como se observa se obtuvo
una banda de 4284 pb confirmando que se obtuvo el vector sin la secuencia de Neomicina.
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Figura 7

Figura 7. Mapa de restriccién de sitios tinicos de pA5’NeoA3’ (EcoR 1, Kpn 1, Nco 1,
BamH 1y Xba l)
La barra sin relleno pequeiia corresponde al esqueleto del vector. Las barras con
relleno pequerias corresponden a las secuencias A5’ (promotor de actina de £.
histolvtica) y A3’ (secuencias para la poliadenilacion de actina de E.
histolytica). La barra sin relleno grande corresponde a la secuencia que codifica
a Neomicina. Los sitios unicos de restriccion y los tamarios de cada fragmento
estan indicados arriba y abajo del esquema del vector respectivamente. Por
facilidad de dibujo se esquematiza el plasmido lineal cortado con EcoR 1.
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Figura 8. Digestion de pA5’NeoA3" con
Kpnly BamH 1

Gel de agarosa al 1% tefildo con bromuro
de etidio. Carriles: 1) Marcadores de peso
molecular de 1 Kb (3ul), 2) pA5'NeoA3’
digerido con Kpn I y BamH 1. A la

Figura 9

Figura 9. pAS’ A3’ purificado

Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro
de etidio. Carriles: 1) Marcadores de peso
molecular de 1 Kb (3ul), 2) Fragmento
pA5’ A3’ purificado de 4284 pb (2pul).
A la izquierda se muestran los Pesos

Resultados

izquierda se muestran los Pesos Moleculares de  los  Marcadores.

Moleculares de los Marcadores.

Ya que contabamos tanto con el vector (pAS5’ _ A3’) como con los insertos (EGFP
y EGFP-KDEL) digeridos con Kpn [ y BamH 1 y purificados, procedimos a la ligacion de
estos para obtener las construcciones pAS’EGFPA3’ y pAS’EGFP-KDELA3’ (Figura No.
14). Después de transformar células competentes DH10B (con una eficiencia de
transformacioén de 1.2x107/ug de ADN)con la ligacién anterior y plaquear en placas de LB
+ Ampicilina se obtuvieron varias colonias resistentes al antibidtico. Se seleccionaron para
analisis de PCR de colonia, 29 y 20 colonias de pAS’EGFPA3’ y pA5S’EGFP-KDELA3Z’
respectivamente, obteniéndose en el primer caso 10 colonias positivas que corresponden a
un 34.5% de eficiencia de clonacién y 15 colonias positivas para el segundo caso que
corresponde a un 75% de eficiencia de clonacion. Este resultado se muestra en la Figura
No.10 para pAS’EGFPA3’ en la que se observa un producto de amplificacion de 720 pb y
en la Figura No. 11 para pAS’EGFP-KDELA3’ en la que se observa un producto de
amplificacion de 732 pb, mostrandose en cada caso un gel representativo del experimento
completo. Para verificar la confiabilidad del resultado se utiliz6 un control negativo en el
que se uso como templado el ADN del vector pA5'NeoA3’ y un control positivo en el que
se uso como templado el ADN del plasmido pEGFP. Como era de esperarse no se obtuvo
producto de amplificacion en el control negativo (Figura No.10 carril 8) y una banda de 720
pb en el control positivo (Figura No.10, carril 7) correspondiente a la amplificacion de la
secuencia que codifica a la proteina EGFP.
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Figura 10. Analisis de PCR de colonia para pAS’EGFPA3’
Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcadores de

peso molecular de 1 Kb (3ul). 2 al 6) clonas (25 a 29) resistentes al antibidtico.
7) Testigo positivo en donde se uso ADN de pEGFP como templado (5ul).
8) Testigo negativo en donde se uso ADN de pAS5'NeoA3' como templado
(5ul). Como se puede observar las clonas 26 y 29 son positivas en esta prueba. A
la izquierda se muestran los Pesos Moleculares de los Marcadores.
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Figura 11. Analisis de PCR de colonia para pAS’EGFP-KDELA3’
Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcadores de
peso molecular de 1 Kb (3pul). 2 al 8) clonas (7 a 13) resistentes al antibiotico
(5ul). Como se puede observar las clonas 7, 10, 11 y 13 son positivas para esta
prueba. A la izquierda se muestran los Pesos Moleculares de los Marcadores.
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Figura 14. A) Mapa de restriccion de sitios inicos de pAS’EGFPA3’ (clona 24) y B)
pAS’EGFP-KDELA3’ (clona 13), EcoR 1. Kpn 1, Nco 1, BamH 1 y Xba 1
La barra pequena sin relleno corresponde al esqueleto del vector. Las barras
con relleno pequeiias corresponden a las secuencias A5™ (promotor de actina
de E. histolvtica) y A3" (secuencias para la poliadenilacion de actina de E.
histolytica). La barra grande con relleno corresponde a la secuencia que
codifica a EGFP (A) o EGFP-KDEL (B). Los sitios tinicos de restriccion y
los tamarios de cada fragmento estan indicados arriba y abajo del esquema
del vector respectivamente. Por facilidad de dibujo se esquematiza el
plasmidos lineales cortados con EcoR 1.

En base a los resultados del PCR de colonia se seleccion6 la clona 26 de
pAS’EGFPA3’ y la clona 13 de pA5S’EGFP-KDELA3’ para posteriores analisis y
construccion de los siguientes plasmidos. E1 ADN de cada uno de los plasmidos anteriores
se purificaron por el método de STET-PREP y se sometieron a analisis de restriccién con
Nco 1+ EcoR 1, Nco 1 + BamH 1, Nco 1+ Xba 1y Nco I + Kpn 1. Se selecciond la enzima
Nco 1 ya que permite la diferenciacion entre los plasmidos conteniendo la secuencia EGFP
o EGFP-KDEL con respecto al que contiene la secuencia Neo. En el caso de la
construcciéon con EGFP y EGFP-KDEL este sitio esta contenido en el oligonuceotido
SMC-1 SENSE utilizado para la amplificaciéon de estas secuencias junto al sitio de corte
Kpn 1 el cual se localiza en el extremo 3” de la secuencia del promotor de actina, mientras
que Nco I en pA5’NeoA3’ se encuentra a 562 pb del sitio de inicio de traduccién de Neo
(Figuras No. 7 y 14). Asi que con la combinacién de Neo I junto con otras enzimas de corte
unico permite un patrén de restriccion diferencial entre los distintos plasmidos.
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Los resultados se muestran en las Figuras 12 y 13 en donde el ADN de
pAS’EGFPA3’ y pAS’EGFP-KDELA3’ cortado con Neco 1 + BamH 1 liberan los
fragmentos de 720 pb correspondientes a la secuencia de EGFP (Figura 12, carril 2) y 732
pb para la secuencia de EGFP-KDEL (Figura 13, carril 2) asi como una banda de 4204 pb
correspondiente al fragmento pAS’  A3’. Cuando el ADN se cort6é con Nco | + EcoR 1 se
obtuvo un fragmento de aproximadamente 480 pb correspondiente al tamaio esperado del
fragmento conteniendo el promotor de actina de E. histolytica (A5’) y una banda de 4524
pb parap  EGFPA3’ (Figura 12, carril 3) y de 4536 para p EGFP-KDELA3’ (Figura
13, carril 3) . En el caso donde el ADN se cortd con Nco I + Xba | se obtuvieron una bada
de 1320 pb para EGFPA3’ y otra de 3684 pb para pAS’ en el caso de pAS’EGFPA3’
(Figura 12, carril 4), mientras que para pAS’EGFP-KDELA3’ (Figura 13, carril 4) se
obtuvieron una banda 1332 pb para EGFP-KDELA3’ y otra de 3684 pb para pAS’.
Finalmente cuando los ADNs se digirieron con Nco I + Kpn I ambos ADNSs se linearizaron
dando una banda de 5004 para pA5’EGFPA3’ (Figura 12, carril 5) y de 5016 para
pAS’EGFP-KDELA3’ (Figura 13, carril 5).
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Figura 12. Analisis de restriccion para pA5S’EGFPA3’ (clona 26)
Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcadores de peso
molecular de 1 Kb (3ul). 2) C-26/Neo | + BamH 1 (5pl). 3) C-26/Nco | + EcoR 1 (5ul). 4)
C-26/Nco 1 + Xba 1(5pl). 5) C-26/Nco 1 + Kpn 1 (5ul). 6) Marcadores de peso molecular
de 100 pb (3ul). A la izquierda v derecha se muestran los Pesos Moleculares de los
Marcadores.
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Figura 13. Analisis de restriccion para pAS’EGFP-KDELAJ’ (clona 13)
Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcadores de
peso molecular de 1 Kb (3ul), 2) C-13/Neo 1 + BamH 1 (5ul), 3) C-13/Nco | +
EcoR 1 (5ul), 4) C-13/Nco 1 + Xba 1 (5ul), 5) C-13/Nco 1 + Kpn 1 (5pul). 6)
Marcadores de peso molecular de 100 pb (3pl). A la izquierda y derecha se
muestran los Pesos Moleculares de los Marcadores.

12.2. Construccion de los vectores de transfeccion pAS’EGFPA3’-A5’NeoAY vy
pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’

Ya verificado que se tenian los ADNs requeridos se hizo una extraccion de ADN
por lisis alcalina de cada uno de los vectores pAS’EGFPA3’ (5004 pb), pAS’EGFP-
KDELA3" (5016 pb) y pA5’NeoA3’ (5076 pb). Posteriormente se digirieron con EcoR 1 y
Xba 1 con la finalidad de liberar y purificar los fragmentos A5 'EGFPA3’, A5 EGFP-
KDELA3" y 45 'NeoA3’ como se muestra en la Figura No. 15. Como se muestra se
obtuvieron dos bandas en los tres casos, una de las cuales corresponde a un tamario de 3204
correspondientes al vector pBS y otra de 1872 pb para 45 'NeoA3 " (carril 2), 1800 pb para
A5’ EGFPA3’ (carril 3) y 1812 pb para 45 'EGFP-KDELA3 ' (carril 4). Ya verificado que
se obtuvo la digestién completa de los diferentes ADNSs el total de la digestion se corrio en
un gel preparativo y se purificaron los fragmentos de 1872, 1800 y 1812 con el kit de
QIAGEN como se describe en materiales y métodos. En la Figura No. 16 se muestra el
corrimiento de una alicuota de los fragmentos A5'EGFPA3’, A5'EGFP-KDELA3’ y
A5 'NeoA3 purificados, carriles 2,3 y 4 respectivamente.
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Figura 15

Figura 15. Digestion de pA5’NeoA3’, pAS’EGFPA3" y pAS’EGFP-KDELA3’ con
EcoR1 v Xbal
Gel de agarosa al 1% tefiiddo con bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcadores
de peso molecular de 1 Kb (3ul), 2) pA5'NeoA3" digerido con EcoR 1 y Xba |
(0.5ul), 3) pAS’EGFPA3’ digerido con EcoR [ y Xba 1 (1ul), 4) pAS’EGFP-
KDELA3" digerido con EcoR 1 y Xba I (1pl). A la izquierda se muestran los
Pesos Moleculares de los Marcadores.

Figura 16

Figura 16. Fragmentos A5'NeoA3’, AS’EGFPA3’ y A5S’EGFP-KDELA3’ purificados
Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcadores de
peso molecular de 1 Kb (3pul), 2) Fragmento 43 ‘NeoA3 ' de 1872 pb (3pul), 3)
Fragmento A5 'EGFPA3" de 1800 pb (3ul), 4) Fragmento 45 EGFP-KDELA3'
de 1812 pb (3ul), 5) pBS +/- digerido con Xba 1 (0.25ul, dil 1:25). A la izquierda
se muestran los Pesos Moleculares de los Marcadores.
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De manera paralela se extrajo ADN de pBS (+/-) por la técnica de cloruro de cesio y
se linearizo con la enzima Xba | resultando en una banda de 3204 pb (Figura No. 16, carril
4).

El plasmido pBS (+/-) digerido con Xba [ se utilizo como vector para clonar los
insertos A5 ' EGFPA3’ digerido con EcoR 1/Xba 1 + A5 'NeoA3™ digerido EcoR U/Xba 1y
A5'EGFP-KDELA3’ digerido con EcoR 1/Xba 1 + A5'NeoA3 'digerido con EcoR 1/Xba 1.
Las ligaciones se realizaron como se describe en materiales y métodos esperando que los
fragmentos A5 ' EGFPA3’ y A5 'NeoA3’ se unan entre ellos en su extremo EcoR I y con el
vector en el extremo Xba /. De la misma manera se realizo la ligacion con la construccion
conteniendo la secuencia KDEL. De este modo se obtendrian los plasmidos resultantes
esquematizados en la Figura No. 21. Después de transformar células competentes SURE
(con una eficiencia de transformacién de 1.06x10"/ug de ADN) con las ligaciones
anteriores se plaquearon en cajas de LB + Ampicilina adicionado con 40 pl de X Gal 20
mg/ml y 4 ul de IPTG 20 mg/ml (1M). Se obtuvieron varias colonias resistentes al
antibidtico de las cuales se seleccionaron 8 posibles colonias positivas (resistentes a
ampicilina y de color blanco) de cada una de las dos construcciones y se plaquearon
nuevamente por dilucién para asegurar la obtencion de colonias puras. Una vez que se
obtuvieron colonias puras se les extrajo el ADN por el método de STET-PREP para su
analisis posterior.

Para verificar que el ADN corresponde a pAS’EGFPA3’-A5’NeoA3’ y a
pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’ se sometieron a analisis de restriccion usando las
enzimas Nco 1, Xba 1 para comprobar la presencia del inserto clonado y con Sph 1 y Pst 1
para determinar la orientacion en que dichos insertos se clonaron en el vector ya que esta
insercion no fue orientada.

De las 8 clonas analizadas de pAS’EGFPA3’-A5’NeoA3’ 7 fueron positivas y 8 en
el caso de pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’ mostrando el patron de restriccion esperado.
De las 15 clonas positivas que resultaron de las dos construcciones se eligieron las clonas 2
y 4 para pAS’EGFPA3’-A5’NeoA3’ y las clonas 6 y 7 para pAS’EGFP-KDELA3’-
A5°NeoA3’ ya que cada una de estas representa clonas con las dos posibles orientaciones
de clonacién esperadas. Estos resultados se muestran en las Figuras 17 a 20.

Se selecciond la enzima Nco 1 ya que esta tiene su sitio de corte en las dos
secuencias clonadas A5 ' EGFPA3’ 0 A5’EGFP-KDELA3’ y A5 'NeoA3’ como se muestra en
las figuras 5 y 14 permitiendo asi el verificar que ambos insertos fueron ligados y clonados
a su vez en el vector.

El resultado se muestra en la Figura 17 en donde el ADN de pAS’EGFPA3’-
A5’NeoA3’ (carriles 2 y 3) y pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’ (carriles 4 y 5) cortado
con Nco I libera dos fragmentos uno que no varia en las dos construcciones de 1521 pb que
corresponde a los dos fragmentos A5’ unidos en su sitio £coR I mas los primeros 561 pb de
la secuencia de Neomicina, y otro de 5355 y 5367 correspondientes al vector mas ambas
secuencias A3’ y la secuencia de EGFP o EGFP-KDEL respectivamente y los tltimos 231
pb de la secuencia de Neomicina (Figura 21).
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Figura 17. Anilisis de restriccion de pAS’EGFPA3’-A5'NeoA3" (clonas 2 vy 4) y
pAS’EGFP-KDELA3-A5’NeoA3’ (clonas 6 y 7)
Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcadores
de peso molecular de 1 Kb (3ul). 2) C-2/Nco | (5ul), 3) C-4/Neo 1 (5ul), 4) C-
6/Nco 1 (5ul), 5) C-7/Nco 1 (5ul). A la izquierda se muestran los Pesos
Moleculares de los Marcadores.

En el caso de la restriccion con Xba | se usé para liberar el inserto completo
(AS’EGFPA3’-A5’NeoA3’ y AS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’) del vector pBS. Como se
muestra en la Figura No. 18 Xba I esta presente en los sitios de corte donde se clonaron los
dos insertos ligados en su sitio EcoR | obteniéndose dos fragmentos, uno de 3672 pb para
AS'EGFPA3™-A5 'NeoA3 '(carriles 2 y 3) o de 3684 pb para AS’EGFP-KDELA3’-
A5 'NeoA3' (carriles 4 y 5) y otro de 3204 pb correspondiente a el vector pBS +/- (carriles
2-5).
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Figura 18. Anilisis de restriccion de pAS’EGFPA3’-A5’NeoA3’ (clonas 2 y 4) y
pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3” (clonas 6y 7)
Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcadores
de peso molecular de 1 Kb (3ul), 2) C-2/Xba | (5ul), 3) C-4/Xba 1 (5pl), 4) C-
6/Xba 1 (5ul), 5) C-7/Xba 1 (5ul). A la izquierda se muestran los Pesos
Moleculares de los Marcadores.
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Se utilizé la enzima Sph I para determinar la orientacion de los insertos. Esta
enzima no esta presente en la secuencias A5 'EGFPA3"y A5’ EGFP-KDELA3’, pero si en
el fragmento 45 'NeoA3 " a 532 pb del sitio de inicio de la traduccion de Neo y en el sitio
multiple de clonacion entre los sitios de corte para Xba [ y Pst I en el vector pBS (+/-). De
tal manera que se generaran patrones de restriccion diferentes para cada orientacion del
inserto clonado de cada plasmido. En un caso denominado arbitrariamente orientacion Neo-
pBS (Figura 21 A y C), la secuencia 45 'NeoA3 esta “junto” a las enzimas Xba I, Sph1 y
Pst 1 del vector pBS (+/-). En el segundo denominado arbitrariamente orientacion EGFP-
pBS (Figura 21 B y D), la secuencia A5 'NeoA3 " se encuentra separado, de las enzimas Xba
I, Sph 1 y Pst 1 del vector pBS (+/-), por las secuencias de A5 ' EGFPA3" o AS’EGFP-
KDELA3’ (Figura No. 21).

Como se muestra en la Figura 19 el ADN de pA5’EGFPA3’-A5’NeoA3’ (carril 2)
y pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’ (carril 4) es cortado con Sph I liberando dos
fragmentos uno que no varia en las dos construcciones de 884 pb el cual abarca los ultimos
262 pb de la secuencia de Neomicina mas la secuencia A3 y otros de 5992 pb para
pAS’EGFPA3’-A5'NeoA3’ y 6004 pb para pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’,
correspondientes al vector pBS +/-, los primeros 530 pb de la secuencia de Neomicina
ambas secuencias A5’, y la secuencia de EGFPA3’ o EGFP-KDELA3’ respectivamente,
correspondiendo a la orientacion Neo-pBS (Figura No. 21 A y C). Por otro lado los carriles
2 y 5 muestran una orientacion diferente con respecto a los carriles 2 y 4 de pAS’EGFPA3’-
A5’NeoA3’ y pAS’EGFP-KDELA3’-A5'NeoA3’, estos tienen un fragmento de 2832 pb y
2844 pb que abarcan los primeros 530 pb de la secuencia de Neomicina asi como su
fragmento AS’, las secuencias AS’EGFPA3’ o AS’EGFP-KDELA3’ respectivamente y
otro el fragmento que no varia de 4004 pb, que corresponden al vector pBS +/-, los tltimos
262 pb de la secuencia de Neomicina y la secuencia A3’, correspondiendo a la orientacion
EGFP-pBS (Figura 21 B y D).
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Figura 19. Determinacién de la orientacion del inserto de pAS’EGFPA3’-A5'NeoA3’
(clonas 2 y 4) y pAS’EGFP-KDELA3’-A5'NeoA3’ (clonas 6 y 7)
Gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio. En los carriles: 1)
Marcadores de peso molecular de 1 Kb (3pl), 2) C-2 orientacion Neo-pBS /Sph |
(5ul), 3) C-4 orientacion EGFP-pBS/Sph 1 (5ul). 4) C-6 orientacion Neo-pBS
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/Sph 1 (5ul), 5) C-7 orientacion EGFP-pBS /Sph 1 (5ul). 6) Marcadores de peso
molecular de 100 pb (3ul). A la izquierda y derecha se muestran los Pesos
Moleculares de los Marcadores.

Para corroborar los resultados anteriores se realizo el mismo estudio con la enzima
de restriccion Pst I que presenta caracteristicas similares a las de Spi I, que como se
menciond anteriormente, no se encuentra el las secuencias AS'EGFPA3'y A5’ EGFP-
KDELA3', encontrandose un sito Psz I junto a Sph I en el sitio multiple de clonacion. La
diferencia es que Pst I esta a 178 pb del sitio inicio de la secuencia de Neomicina y no a
532 pb como Sph 1, por lo que obtendriamos un patron de restriccion diferente al anterior y
que nos confirmaria tanto la orientacion como la ubicaciéon de diferentes sitios de
restriccion.

Por lo tanto como se muestra en la Figura 20 al momento de digerir con Pst I se
genero un fragmento de 1230 pb el cual abarca los ultimos 624 pb de la secuencia de
Neomicina y la secuencia 43" y otros que son el resto del plasmido de 5646 pb
(pPAS’EGFPA3’-A5’NeoA3’, carril 2) y 5658 pb (pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’, carril
4) los cuales abarcan los primeros 178 pb de la secuencia de Neomicina, ambas secuencias
AS’, las secuencias A3’EGFP o A3’EGFP-KDEL, que corresponde a la orientacion Neo-
pBS (Figura 21 A y C). En los carriles 3 y 5 de pAS’EGFPA3’-A5’NeoA3’ y pA5S’EGFP-
KDELA3’-A5’NeoA3’” muestran una orientacion diferente (orientacion EGFP-pBS) a las
antes mencionadas ya que al momento de digerir genera un fragmento de 2474 pb
(pAS’EGFPA3’-A5’NeoA3’) y de 2486 pb (pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’) los cuales
abarcan las secuencias AS’EGFPA3’ o AS’EGFP-KDELA3’, los primeros 178 pb de la
secuencia de Neomicina asi como su fragmento A5’ y otro que no varia de 4402 pb, que
son el resto del plasmido los cuales abarcan los ultimos 624 pb de la secuencia de
Neomicina asi como su secuencia A3’ y el vector pBS +/- (Figura 21 B y D).
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Figura 20. Determinacion de la orientacién del inserto de pAS"EGFPA3’-A5"NeoA3’
(clonas 2 y 4) v pAS’EGFP-KDELA3"-A5'"NeoA3’ (clonas 6 y 7)
Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcadores de
peso molecular de 1 Kb (3ul), 2) C-2 orientacion Neo-pBS / Pst 1 (5ul), 3) C-4
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orientacion EGFP-pBS / Pst | (5ul), 4) C-6 orientacion Neo-pBS/ Psr [ (5ul), 5)
C-7 orientacion EGFP-pBS / Psr I (5ul). 6) Marcadores de peso molecular de
100 pb (3ul). A la izquierda y derecha se muestran los Pesos Moleculares de los
Marcadores.

A diferencia del patrén de restriccion de las dos primeras digestiones (Nco 1 y Xba
I) en el cual no se observo ninguna diferencia entre las clonas de las dos construcciones
Figuras 17 y 18. En las Figuras 19 y 20 se observo que las clonas 2 y 4 (carriles 1 y 2) para
pAS’EGFPA3’-A5’NeoA3’, y las clonas 6 y 7 (carriles 3 y 4) para pAS’EGFP-KDELA3’-
A5’NeoA3’, tienen diferentes sitios de restriccion para las enzimas Sph 1y Pst 1, por lo
tanto obtuvimos clonas en ambas orientaciones. En el caso de la construccion
pAS’EGFPA3’-A5’NeoA3’, la clona 2 tiene una orientacion Neo-pBS (Figura 21 A) y la
clona 4 tiene una orientacion EGFP-pBS (Figura 21 B). Por otro lado en la construccion
pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’, la clona 6 tiene una orientacion Neo-pBS (Figura 21
C) y la clona 7 tiene una orientaciéon EGFP-pBS (Figura 21 D).

Neol Pstl Sphl Neol

A A
Xbal EcoR] Xbal Sph1 Pstl

pBS (+/-)
Neol % 1521 pb '[ 5355 pb
Xba | 3672 pb ]' 3204 pp ——————
Sph1 - 884 pb | 5992 pb
Pstl i 1230pb I 5646 pb
Psil Sphl Ncol Neol
A A
Xbal EcoR1 Xbal Sph1Pstl
A A
7 B
—— Neo EGFP -
A3’ A5’ a5’ PBS (+/-)
Neol i 1521 pb —] 5355 pb
Xball 3672 pb i 3204 pp ——————
Sph1 i 2832 pb % 4004 pb
Pst1 i 2474 pb Jl 4402 pb
Figura 21.
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Nco | Pst1 Sphl Ncol
A A
Xbal Sphl Pstl
Neo f— =
A3 pBS (+/-)
Neol |[ 1521 pbr % 5355 pb
Xbalf— 3684 pb | 3204 pb —‘
Sph1 - 884 pb | 6004 pb
Pst 1 E 1230pb { 5658 pb
Psil Sphl Neol Neol
| A
Xbal EcoR1 Xbal Sphl Pst1
A A
T Neo - : T—
A3’ A5’| AS A3’ pBS (+/-)
Neol f 1521 pb i 5355 pb
Xbal| 3672 pb i 3204 pb —{
Sphl i 2844 pb '[ 4004 pb
{ 4402 pb

Pst1 i 2486 pb

Figura 21. (Continuaciéon) Mapa de restriccion de sitios tnicos de pAS’EGFPA3’-
A5’NeoA3’ (clonas 2 y 4) y pAS’EGFP-KDELA3’-A5'NeoA3’ (clonas 6y 7)
(Neo 1, Xba 1, Sph 1 y Pst])

A: C-2 orientacion Neo-pBS. B: C-4 orientacion EGFP-pBS. C: C-6
orientacion Neo-pBS. D: C-7 orientacion EGFP-pBS.

La barra pequena sin relleno corresponde al esqueleto del vector. Las barras con
relleno pequenas corresponden a las secuencias A5’ (promotor de actina de E.
histolyvtica) y A3’ (secuencias para la poliadenilacion de actina de E.
histolytica). La barra grande con relleno corresponde a la secuencia que codifica
a EGFP (A y B) o EGFP-KDEL (C y D). La barra grande sin relleno
corresponde a la secuencia que codifica a Neomicina. Los sitios unicos de
restriccion y los tamafios de cada fragmento estan indicados arriba y abajo del
esquema del vector respectivamente. Por facilidad de dibujo se esquematiza el
plasmido lineal representado el plasmido circular.
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Ya verificado que se tenian los ADNs requeridos se hizo una extracciéon  de ADN
por CsCl/Bromuro de Etidio de las clonas 2 y 4 de pAS’EGFPA3’-AS5’NeoA3” (6876 pb),
y las clonas 6 y 7 de pAS’EGFP-KDELA3’-A5'NeoA3’ (6888 pb) y se determind su
concentracion por D.O.»¢ y su pureza por el radio de D.O.0/280.

Los resultados obtenidos se enlistan a continuacion:

pAS’EGFPA3’-A5’NeoA3’ clona No. 2 D.O.= 0.0403
Concentracion ADN=2.01 ug/ml
Pureza ADN= 2.48
pAS’EGFPA3’-A5 NeoA3’ clona No. 4 D.O.=0.0315
Concentracion ADN=1.57 pg/ml
Pureza ADN= 3.0
pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’ clona No.10 D.O.= 0.0383
Concentracion ADN=1.91 pg/ml
Pureza ADN= 2.9
pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’ clona No.11 D.O.= 0.0388
Concentracion ADN= 1.69 pg/ml
Pureza ADN=2.7

12.3. Transfeccion de Trofozoitos de Entamoeba histolytica con pAS’EGFPA3’-
A5’NeoA3’ v pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’

Para evaluar la expresion y localizacion de la EGFP y la EGFP-KDEL se
transfectaron trofozoitos de E. histolytica de la cepa HM1:IMSS.

Utilizando el método de fosfato de calcio, 1X 10° trofozoitos de E. histolytica se
transfectaron con 40 pg de ADN de las clonas 2 o 4 de la construccion pAS’EGFPA3’-
A5’NeoA3’ y 6 o 7 de la construccion pAS’EGFP-KDELA3’-A5"NeoA3’. Como control
negativo se transfectaron las amibas de la misma cepa en las mismas condiciones pero sin
ADN. Después de 32 hrs. post-transfeccion, se les agregé el antibidtico de seleccion G418
(5 pg/ml). se dejaron 24 hrs. bajo la seleccion y se evalud la expresion de EGFP y EGFP-
KDEL bajo el microscopio de fluorescencia.

En la Figura No. 22 A, se muestra las amibas control en el cual no se observa
fluorescencia.

En la Figura No. 22 B se muestra una amiba transfectada con el vector
pAS’EGFPA3’-A5’NeoA3’, en donde se observa la fluorescencia en todo el citoplasma.
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En la Figura No. 22 C y D se muestra las amibas transfectadas con el vector
pAS’EGFP-KDELA3’-A5'NeoA3’, en donde la proteina verde fluorescente se localiza en
una o varias vesiculas de tamafio grande.

Figura 22. Analisis de fluorescencia de Trofozoitos de E. histolytica transfectados
A: Control negativo (trofozoitos transfectados sin ADN). B: Trofozoitos
transfectados con pAS’EGFPA3’-A5’NeoA3’. C y D: Trofozoitos transfectados
pAS’EGFPA-KDELA3’-A5’NeoA3’. Vesiculas verdes fluorescentes estan
indicadas con flechas.

La amibas transfectadas se continuaron creciendo en presencia del antibidtico
(G418), pero después de pases subsiguientes se murieron. Este experimento se repitio en
varias ocasiones teniendo en todos ellos el mismo resultado.

También fueron probadas diferentes condiciones de electroporacion en las que no
logramos obtener transfectantes estables. En estos casos después de 96 hrs post-
transfeccion las amibas murieron.
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DISCUSION

Entamoeba histolytica es un parasito que tiene una organizacion subcelular peculiar.
Se ha observado que aunque la activacion secretoria que presenta, esta bien definida y que
aparentemente es necesaria para sus propiedades liticas e invasivas, los organelos tipicos
involucrados en la ruta secretoria de células eucariotas, tales como el Reticulo
Endoplasmico (RE) y complejo de Golgi (CG), no se organizan mostrando estructuras
caracteristica en eucariontes superiores.

En este trabajo se propuso generar un sistema reportero para la evaluacion in vivo
del trafico vesicular llevado a cabo por E. histolytica basado en el empleo, de la proteina
verde fluorescente (EGFP) y la proteina verde fluorescente fusionada a una secuencia C-
terminal KDEL, necesaria para la retencion de proteinas residentes del Reticulo
Endoplasmico (EGFP-KDEL). Para ello se construyeron dos plasmidos de transfeccion a
los cuales se les adicion6 una gen EGFP o EGFP-KDEL ademas de un gen que codifica
para un antibidtico de seleccion de células eucariontes (Neo). Estas secuencias se
encuentran bajo el control del promotor en la region flanqueante 5° y de las secuencias
necesarias para poliadenilacion en la region flanqueante 3°, provenientes de actina de E.
histolytica.

Diversos vectores se han utilizado para la transfeccion de este pardsito. Algunos de
ellos han resultado eficientes para obtener una transfeccion transitoria (Gilchrist y col.,
1995; BuB y col., 1995; Nickel y Tannich, 1994; Purdy y col.. 1994) y otros para obtener
una transfeccion estable episomal de trofozoitos de E. histolytica (Arhets y col., 1998;
Ankri y col., 1998; Bracha y col., 1999; Hamann y col., 1995; Moshitch-Moshkovitch y
col. 1996 y 1998; Purdy y col.,1996; Rinat col., 1997; Vines y col.. 1995). El promotor de
actina fue caracterizado utilizando como gen reportero el gen de la cloranfenicol
acetiltransferasa (Nickel y Tannich, 1994), posteriormente este promotor se utilizo para la
expresion de la secuencia que codifica para Neomicina permitiendo asi la permanencia
episomal del vector de transfeccion y dando lugar a la transfeccion estable episomal
(Hamann y col., 1995). También el andlisis de un promotor de lectina se realizo utilizando
la transfeccion transitoria del gen reportero de la cloranfenicol acetiltransferasa (BuB y col.,
1995; Purdy y col., 1994), promotor que también mostro ser eficiente para sostener una
transfeccion estable episomal (Vines y col., 1995; Purdy y col., 1996.). Finalmente otro
promotor que ha sido usado con éxito en transfecciones estables es un promotor de
ribosomal (Ankri y col., 1998; Bracha y col., 1999 y 2000; Moshitch-Moshkovitch y col.,
1996). De estos tres promotores hasta la fecha usados, el promotor de lectina muestra ser el
mas débil, mientras que el de actina y ribosomal son promotores fuertes que incluso han
sido utiles para la expresion de secuencias antisentido capaces de inhibir la expresion de
genes como el ameboporo, la lisina de 30 kDa, miosina I, cistein proteinasas, etc. (Ankri y
col., 1998:; Rinat y col., 1997; Bracha y col., 1999 y 2000: Arhets y col., 1998).

Ya que nosotros requerimos de altos niveles de expresion basandonos en estos
antecedentes, elegimos el promotor y las secuencias necesarias para la poliadenilaciéon de
actina de E. histolytica, para la construccion de nuestros vectores de transfeccion,
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dirigiendo la sintesis tanto del gen de resistencia (Neo) como de la proteina verde
fluorescente y su quimera conteniendo la secuencia KDEL (EGFP y EGFP-KDEL).

Para la localizacion de un posible Reticulo Endoplasmico en amiba, construimos un
vector de transfeccion (pAS’EGFP-KDELA3’-A5’NeoA3’) el cual tiene una secuencia
tetrapeptidica KDEL carboxi-terminal. Esta secuencia cuando esta presente en una proteina,
resulta en su retencion en el Reticulo Endopldsmico. La secuencia KDEL/HDEL reconoce
el receptor ERD2 o receptor de KDEL/HDEL, una proteina unida a membrana del cis-
Golgi. Este receptor fue identificado por primera vez en levaduras (Semeanza, 1990) y
subsecuentemente identificado en una amplia variedad de organismos. Sanchez-Lopez y
col. en 1998 aislaron y caracterizaron las secuencias que codifican para un gen homologo
de ERD2 en E. histolytica. En células eucariontas este receptor esta localizado en el
compartimiento cis-Golgi  reciclando proteinas al reticulo endoplasmico de manera
constante. La presencia del ERD2 asi como diversos genes que codifican para proteinas
residentes del RE y AG al igual que marcadores involucrados en el trafico vesicular de
eucariontes superiores tales como el ER-SRP54, la subunidad alfa Sec61, la proteina
disulfuro isomerasa (PDI), el STT3 (Sanchez-Lopez y col. 2000), la chaperonina BiP
(Field y Samuelson Observaciones no publicadas), ARF (Gosh y col., 1999) y diversas
proteinas Rab como: EhRab7, EhRabll (Tanaka y col., 1997; Tamesvari y col. 1999),
EhRab5 (Saiko-Nakano y col., 2000), EhRab8 (Juarez y col., 2001) y EhRabB (Rodriguez
y col., 2000) han sido clonados en E. histolytica. Estos estudios moleculares han dado
evidencia de funciones altamente especializadas en amiba, lo cual apoya un mecanismo de
trafico vesicular especializado lo que involucraria la funcion de organelos equivalentes al
Reticulo Endoplasmico y Aparato de Golgi.

Por el contrario los estudios ultraestructurales hasta la fecha realizados han sugerido
la ausencia de compartimientos membranosos altamente organizados como un Aparato
Golgi y Reticulo Endoplasmico caracteristico en c€lulas eucarionticas superiores (Chavez-
Munguia y col., 2000; Mazzuco y col., 1997; Gosh y col., 1999). Por otro lado estudios de
microscopia de fluorescencia han revelado la presencia de vesiculas de diferente tamafio y
localizacion que se ha sugerido corresponde a un posible RE y AG primitivo (Gosh y col.,
1999). Siendo aun pocas las evidencias que apoyen esta posibilidad queda clara la
necesidad de establecer estrategias y herramientas que permitan dilucidar los mecanismos
que utiliza la amiba para realizar el transporte vesicular tan intenso que presenta.

La proteina verde fluorescente ha llegado a ser una de las herramientas mas
utilizadas como marcador molecular para localizacion de organelos y trafico de proteinas,
etc. en estudios in vivo, en biologia molecular y celular. Su habilidad para generar una
emision eficiente y altamente visible de su fluoréforo interno es muy valorable. La
clonacion molecular de la GFP y la demostraciéon por Chalfie y col., (1994) de que la GFP
puede ser expresada como un transgen funcional, ha abierto nuevas vias de investigacion en
la biologia celular. La fluorescencia de la GFP ha sido expresada en una variedad de
organismos como bacterias, mixomicetos, plantas y mamiferos (Gerdes y col., 1999). En
este trabajo se utilizé la EGFP que es una mutante de la GFP silvestre, la cual esta
modificada para optimizar la obtencién de una mayor fluorescencia y expresion en células
de mamifero (excitacion maxima =488 nm; emision maxima = 507). El plasmido pEGFP
codifica la variante GFPmutl que contiene una substituciéon de doble aminoacido de Phe-
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64 a Leu y Ser-65 a Thr, ademas la secuencia que codifica a la EGFP contiene mas de 190
cambios de base silenciosos que corresponden al uso de codones de humano (Clontech,
pagina web). La secuencia flanqueante 5’ ha sido convertida al sitio de inicio de la
traduccion de Kozak para aumentar la eficiencia de traduccion en células eucaridticas.
Estas caracteristicas han colocado a la proteinas fluorescentes como una herramienta muy
poderosa en el estudio de la localizacion de organelos y en el estudios de mecanismos
dinamicos como el transporte vesicular y organizacion y dinamica del citoesqueleto (Tsien,
1998).

Como se dijo anteriormente en este trabajo se pretende obtener herramientas
moleculares que nos permitan posteriormente estudiar los mecanismos de trafico vesicular
en amiba. Para ello tanto la EGFP como la quimera EGFP-KDEL se clonaron en los
vectores pAS’EGFPA3’-A5'NeoA3’ y pAS’EGFPA-KDEL3’-A5’NeoA3” y se
transfectaron en trofozoitos de E. histolytica, mostrando una fluorescencia en el citoplasma
de la célula en el primer caso y en vesiculas en el segundo. Esta fluorescencia fue
facilmente distinguible de parasitos control en donde no se observo fluorescencia (Figura
22). Ya que la auto-florescencia, tanto de la célula en estudio o del medio de cultivo en el
que se encuentra, ha sido una limitante en algunos sistemas, nosotros evaluamos como un
primer paso este parametro (Tsien Y., 1998). Efectivamente encontramos que el medio de
cultivo TY1-S-33 presenta un alta auto-fluorescencia que no permitia distinguir la
fluorescencia producto de la transfeccion. Del mismo modo con este experimento
descartamos que las amibas presenten una auto-fluorescencia alta. Por lo anterior antes de
observar al microscopio de fluorescencia, las amibas transfectadas con los vectores
mencionados anteriormente asi como el control negativo, se lavaron con PBS como se
describe en materiales y métodos. Como se muestra en resultados se obtuvo una
transfeccion transitoria exitosa a las 56 hrs. post-transfeccion (32 horas después de agregar
el G418), tiempo en que se observo la fluorescencia en el citoplasma de la amiba cuando se
uso pAS’EGFPA3’-A5’NeoA3’ y en vesiculas cuando se uso pAS’EGFPA-KDEL3’-
A5’NeoA3’ (Figura 22). A pesar de que las amibas transfectadas con ambos vectores ya
habian resistido y mostrado la expresion de la fluorescencia a las 32 hrs. de seleccion con el
antibidtico, tiempo en que las amibas control ya habian muerto; éstas fueron incapaces de
continuar creciendo en presencia del antibiotico, siendo al parecer condiciones letales para
las amibas transfectadas con ambos vectores. Nosotros pensamos que nuestras condiciones
de cultivo no son las idoneas quedandonos atin la duda si ésta muerte se debe a la pérdida o
falla en la expresion del plasmido de transfeccion que confiere la resistencia a Neomicina o
a un sobre-crecimiento de los cultivos. Estas posibilidades aun quedan por ser
comprobadas.

La sefial de la EGFP y EGFP-KDEL es clara, sin embargo no mostré ser muy
intensa. De acuerdo a lo reportado en la literatura una vez que se logra obtener la
trasfeccion estable episomal es posible el aumentar la concentracién del antibidtico de
seleccion aumentando asi el nimero de copias del plasmido y a su vez de la expresion del
gen a analizar (Hamann y col., 1995; Ortiz y col., 2000). En nuestro caso esta seria una
posibilidad para incrementar la fluorescencia obtenida y facilitar de este modo los estudios
in vivo posteriores en futuros proyectos. La exitosa transfeccion transitoria obtenida en este
trabajo de la EGFP y EGFP-KDEL sienta las bases para futuros proyectos en los que se
logre no solo la transfeccion estable episomal de estas proteinas fluorescentes si no también
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su utilizacion en el entendimiento de los mecanismos de trafico vesicular de éste parasito.
Sin embargo, la fluorescencia obtenida fue lo suficientemente intensa para permitir
observar que la EGFP se localizé en citoplasma como era esperado, mientras que cuando es
fusionada a una secuencia KDEL, la fluorescencia se encontrd en vesiculas variables en
numero y tamano. Estas observaciones son similares a las obtenidas por Gosh y col. (1999)
quienes utilizando la secuencia KDEL fusionada a quitinasa en su C-terminal en
trofozoitos de E. histolytica, revelaron su presencia utilizando anticuerpos antiquitinasa.
Este grupo reporté un posible RE compuesto de vesiculas de diferentes tamanos
coincidiendo estos resultados con nuestros hallazgos.

Se ha reportado (Chavez-Munguia y col., 2000) que el uso de paraformaldehido
para la fijacion y analisis de muestras, no es muy apropiado para preservar la morfologia de
la célula, ademas de que la resolucion del microscopio confocal es mucho menor
comparada con la electronica de transmision no permitiendo una clara visualizacion de
estas estructuras utilizando los métodos anteriores. Utilizando microscopia electronica de
transmision se han reportado estructuras como vesiculas alargadas que se piensa podrian
corresponder a un RE y unas estructuras tubulares alargadas formando empalizadas que
sugieren podrian corresponder a un AG, siendo aun necesario para demostrar
fehacientemente esto, el utilizar marcadores moleculares que permitan la demostracion de
esta hipétesis (Chavez-Munguia y col., 2000).

Cada sistema presenta ventajas y desventajas mostrando que no se descartan entre
ellos si no son complementarios, aportando cada uno evidencias que a la larga permitiran
entender los mecanismos celulares y proponer modelos. Asi nuestro sistema permitiria el
analisis in vivo del fenémeno de trafico vesicular permitiendo no solo verter evidencias de
la morfologia y localizacion de los organelos involucrados, si no también de su dinamismo
ante diferentes estimulos externos. Estos estudios se pueden realizar sin afectar la fisiologia
general de la célula ya que la proteina verde fluorescente tiene gran flexibilidad como
marcador no invasivo. Ademas, presenta la ventaja de que no se requieren de cofactores ni
adicion de substratos para su deteccion (Mitra y col., 1996). Por ello el uso de esta
herramienta en el desarrollo de este trabajo es de gran utilidad ya que se pretende establecer
las herramientas que en proyectos futuros aporte evidencias que junto con otras permita el
dilucidar los mecanismos del transporte vesicular de este parasito.
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1 4 CONCLUSIONES

Se obtuvieron los plasmidos de transfeccion pAS’EGFPA3’ y pAS’EGFP-
KDELA3" como se demostré tanto por su patron de restriccion como por la
amplificacion de la secuencia EGFP y EGFP-KDEL por PCR.

Se obtuvieron los plasmidos de transfeccion pAS’EGFPA3’-A5'NeoA3” vy
pAS’EGFP-KDELA3’-A5'NeoA3™ demostrandose, por su patron de restriccion. En
ambas construcciones se obtuvieron las dos posibles diferentes orientaciones lo cual
fue demostrado por analisis de restriccion.

B Se obtuvo una transfeccion transitoria exitosa en la que se logro la expresion de la
proteina EGFP y EGFP-KDEL bajo la direccion del promotor y secuencias de
poliadenilacion del gen de actina de Entamoeba histolytica..

B La proteina EGFP se localizo en el citoplasma de la célula transfectada cuando se
uso el plasmido pAS’EGFPA3’-AS5 NeoA3. después de 56 hrs. post-transfeccion.

@l Cuando se fusiond la secuencia KDEL en el C-terminal de la proteina EGFP la
fluorescencia se localizé en vesiculas después de 56 hrs. post-transfeccion. Estas
estructuras se sugiere que podrian corresponder a un posible Reticulo Endoplasmico
en amiba.
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1 5 APENDICE £

Medios

U}'}?}cnu
LB/It: 10 gr de bacto triptona, 5 gr de extracto de levadura, 10 gr de NaCl. Ajustar pH 7.5.
LB/Agar/1t: 25 grde LB, 12.5 gr de agar.

LB/ampicilina: después de autoclavear enfriar a 50°C y agegar 100 pg/ml de ampicilina).
TYI-S-33/6lt: 219 gr de peptona bitriptasa. 73.2 gr de dextrosa, 14.64 gr de NaCl, 4.44 gr de
KH,PO,, 7.44 gr de L-cisteina, 1.44 gr de acido ascorbico, 0.18 gr de citrato férrico de
amonio. Se ajusté el pH a 6.8 y se esterilizo en autoclave 15 min. a 110 °C y se mantuvo
almacenado hasta su uso a -20 °C. Justo antes de su uso el medio se suplementd con suero
bovino (previamente descomplementado por calor a 65 °C/30 min.) a una concentracion final
de 13%. con mezcla de vitaminas de Diamond (in vifro, México) a una concentracion final del
3% y finalmente con bencilpenicilina (0.25U.I/ml). Una vez que los trofozoitos alcanzaron la
fase logaritmica de crecimiento, se incubaron en hielo durante 10 min. para despegar a las
células de las paredes del tubo, el indculo deseado se sembro en tubos con 10 ml de TYI-S33
mas 2 ml de la mezcla suero-vitaminas-antibioticos.

TYM: 2% Bacto-tryptona, 0.5% extracto de levadura, 0.1 M NaCl, 10 mM de MgSO,.

Antibioticos 'ZT

Ampicilina, solucion stock: 500 mg/ml en H,O; solucion de trabajo: 100 pg/ml.
Geneticina (G418), solucion stock: 100 mg/ml en Hepes 10 mM pH 7.2; solucion de trabajo:
5 pg/ml.

Soluciones y Buffers

Buffer de muestra: azul de bromofenol 0.25%, cianol FF gileno 0.25%. glicerol en agua 30%.
Almacenar a 4°C.

Buffer TFBI: 30 mM KOAc (pH 7), 50 mM MnCl, 100 mM KCIl, 10 mM CaCl,, 15%
glicerol. Esterilizar por filtracion (no autoclavear).

Buffer TFBII: 10 mM MOPS (pH 7), 75 mM CaCl,, 10 mM de KCL, 15% glicerol. Esterilizar
por filtracion (no autoclavear).

Buffer TE 0.1X p H8: Tris- HCI 1 mM pH 8/EDTA 0.1 mM pH 8.

HBS 2X: NaCl 280 mM/KCl 10 mM/Na,HPO,.2H,0 1.5 mM/dextrosa 12 mM/HEPES 50
mM. Ajustar pH 7.05.

CaCl; 2 M:10.8 g de CaCl,.6H,0/20 ml de agua.

Solucion I: Glucosa 50 mM/ Tris.Cl 25 mM (pH 8) EDTA 10 mM (pH 8). Autoclavear y
guardar a 4°C.

Solucioén II: NaOH 0.2 N / SDS1% (preparada en el momento a partir de un stock 10 N y
10% respectivamente).

Solucion II1: Acetato de potasio 5 M Acido acético glacial 11.5 ml H,O 28.5 ml. La solucion
resultante es 3 M con respecto al potasio y 5 M con respecto al acetato.

STET: Sucrosa al 8% / triton X- 100 5%/ EDTA 50 mM pH 8 (3.7 g)/ tris- HCL p HS.

dNTPs: Se preparan a un concentracion 1.25 mM en TE.
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Buffer ELT (EDTA. Lizosima y Triton): EDTA 100 mM, lizosima 2 mg/ml, Tritén X-100

0.1%. Preparar fresca con solucion stock.

Buffer TS (Tris-Sacarosa): Tris-HC1 50 mM pH 7.5, sacarosa 25%. Almacenar a -20 °C.
PEG-NaCl (Polietilenglicol-cloruro de sodio): PEG 6000 al 20%. NaCl 1 M, adicionar 5 ml de

Tris-HCI 1 M pH 8.0y 1 ml de EDTA 0.5 M.

Solucion de Isopropanol saturada con NaCl: Se hace una solucion sobresaturada de NaCl. Se
mezcla un volumen de isopropanol con dos volimenes de solucion sobresaturada.
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