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RESUMEN
Fecha de Graduacion: Octubre, 2002
Eduarde Campos GOogora
Universidad Auténoma de Nuevo Lebn
Facultad de Ciencias Bioldgicas

Titulo del estudio: QUITINA SINTASAS DE Entamocba histolytica:
CLONACION Y ANALISIS DE LA
ESTRUCTURA PRIMARIA

Num. de paginas: 147 Caundidato para el grado de Doctor en Cieacias
con especialidad ea Microbiologia.

Area de estudio: Biologia Celular y Molecular de protozoarios patigenos.

Prapdosito y método del estudio:

Entamoeba histolytica, cl agente causal de la amibiasis humana, €s responsatle de millones
de casos de colitis y absceso hepético cada afio; presenta 2 etapas ¢n su ciclo de vida, el
trofozolto y el quiste. La transmisién del pardsito estd resiringida a la etapa de quiste ya
que esta forma puede sobrevivir fuera del cuerpe humano y ¢s resistente al medio ambiente
acidico del estdmago. Poco se sabe acerca de los requerimientos para la formacion de
quistes de £. histolytica debido principalmente a la carencia de un protocolo que permita la
induccion del enquistamiento in vitro. [.a resistencia de los quistes a choques hipotdnicos y
otros factores adversos es debida a su pared, la cual contiene quitina, un polimero lineal de
GlcNAc con enlaces B-(1—4). La sintesis de quitina es catalizada por las enzimas
denominadas quitina sintasas (UDP-GlcNAg:chitin 4-B-N-acetylglucosaminyltransferase,
CC 2.4.1.16). En hongas, insectos y en £, invadens, la actividad de las quitina sintasas
depende de la presencia de iones de Mg, Mn a Co. Los trofozoitos de E. histolvtica
cultivados en media suplementada con Mg®, Mn** y Co®", son capaces de diferenciarse y
formar estructuras parecidas a quistes resistentes a SDS, y que ademds tienen una mayor
proporcidn de GlcNAc en su pared sugiriendo que una quitina sintasa dependiente de iones
estd involucrada en la formacidn de quistes de E. héstolytica. En este trabajo, por medio de
PCR y primers degenerados se logrd amplificar 2 fragmentos de los genes CHS de

£. histolytica los que se usaron como sonda para tamizar una biblioteca de DNA de
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E. histolytica. Se clonaron y secuenciaron 2 genes de E. histolytica (ERCHSI y ERCHS2)
que codifican para quitina sintasas. La expresion de los mRNA de las quitina sintasas no
aumenta cuando los trofozoiftos son inducidos a la diferenciacion (por cfecto de Mg,
Mn®* y Co®"), lo cual sugiere que los genes que codifican para las quitina sintasas se
expresan de manera constitutiva en cada una de las etapas y que posiblemente las quitina
sintasas de £. histolytica se encucntran en forma de zimageno.

El andlisis de la estructura primaria de EhCHS!| y EWCHS2 deducido a pactir de la
secuencia de 1os respectivos genes teveld que: a) estas proteinas tienen un peso molecular
de 73 y 114 kDa, respectivamente; b) la identidad entre estas proteinas, al nivel de
aminodcidos, es solo del 23%, sin embargo, ambas proteinas presentan hasta 35% de
identidad con respeqto a quitina sintasas de otros organismos; ¢) La similitud esta
restwringida principalmente al drea central (400 Aa} conocida como la "region catalitica®;
d) la secuencia de Aa que forman el sitio activo de las quitina sintasas de levaduras estd
completamente conservada en £ histolytica; c) las dos quitina sintasas contienen
segmentos transmembranales en sus extremos N-terminal y C-terminal, sugiriendo que
€éstas son proteinas integrales de membrana como ha sido descrito para algunas de las

quitina sintasas de levaduras.
Contribuciones y conclusiones:

El conocimiento de los genes que codifican para las enzimas responsables de [a siatesis de
quitina en £. Aistolvtica es un paso firme en el dificil camino hacia el conocimiento del
procesg de sintesis de quitina en €sle Protozednio pardsito, y por comsiguienie, al
conocimienta de procesos involucrados en la diferenciacion del organismo,
especificamente en los aspectos concernientes a 12 sintesis de pared, organclo por demas
importante en el ciclo de vida de! pardsito que lo capacita a ser una torma infectiva y
respounsable de la transmision de la enfermedad.

En nuestro conocimierto, esta es la primera clonacién de genes que codifican para quitina

sintasas de un protozoario parasito.

MMonterrey. N. L., México. Octubre del 2002

= ,‘] b
L ~ / /
D"“/L,wﬁ‘ - // (:,‘:/r -

— = o - —
M. C. Eduarda Campas Gdngora. Dr Salvador Said Fermindez.

1




Quitina sintasas de £ histglytica ECG

Indice.

ABSTRACT

Graduation Date: October, 2002
Eduardo Campos Gangora
Automomaus University of Nuevo Ledn

Bialogical Scieaces School

Title: Entamoeba histolytica CHITIN SYNTIIASES: CLONING
AND ANALYSIS OF PRIMARY STRUCTURE.

Page num.: 147 Caudidate to Doctor iu Sciences
with specialty in Microbialagy.
Study arca; Molecular and Cell Biology of pathogenic pratozoa.

Goal and method of this stady:

The fecal-oral spread intestinal protozoon parasite Entamoeba histolytica, the causative
agent of human amoebiasis, is responsible for 50 millions of cases of colitis or liver
abscess each yeur. The E. histolyrica life-cycle consists of two stages, trophuzoite and cyst.
Transmission of the parasite is restricted to the cyst stage due to only this form can survive
outside the human body and is resistant to the acid environment of the stomach. At present,
very little is known about the rcquircmeats for E. kistolptica cyst formation due to the lack
of suitable protocols to induce cysts in vitro.

The characteristic resistance of cysts to hypotonic shock and other adverse factors is due to
their wall. The wall ot E. histolytica cysts contains <hitin, a linear polymer of B-(1—4)
linked GlcNAc. The synthesis of chitin is catalyzed by chitin synthases (UDP-
GlcNAcchitin 4-B—N-acetylglucosaminyltransferase, EC 2.4.1.16). [n fungi insects and
E. invadens has been showed that chitin synthase activity is dependent on the presence of
Mg, Mn or Cu wns. E. histolytica trophozoites cultivated in 4 medium supplemented with
Mg**, Mn** and Co®* are capable to form cysts-like structuces resistant to SDS effect. In
addition, they contain high quantitiecs of GIcNAg, suggesting that an ion-dependent chitin

synthase is involved in E. hisialytica cyst formation.

In this work, two fragments of putative £, histolytica chitin synthase genes were amplified

by PCR, by using degenerated primers. These fragments were used as probes for screening
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an E. histolytica-DNA-library. Two E. kistalytica-genes (EhCHS| and ERCHSZ) encoding
putative chitin synthases were cloned and sequenced. The mRNA-ERCHS expression did
not increase when the teophazoites were induced to differentiate with Mg**, Mn?* and Co**
in the culture medium. The above is suggestive that the chitin synthases are cxpressed
constitutively on each E. histolytica differentiation stage, probably as zymagens.

The protein primary structure, which were deduced frum the EhCHS1 and EhRCHS2
sequences, showed the following facts: a) The E. histolytica chitin synthases have a
molecular weight of 73 and 114 kDa, respectively; b) the proteins showed only 23% amino
acid identity each other, however, both prateins showed 35% identity with respect to chitin
synthases from other crganisms; <) similarity was maialy restricted to a central stretch of
about 400 amino acid residues known as the “catalytic region”; d) The Aa sequence that
form the active site of yeast chitin synthases is completcly conserved in £. histolytica;
e) bath £ histolytica chitin synthases contain trans-membrane domains within their
N-terminal and C-terminal parts, suggesting that these are integral membrane proiein as

some yeast chitin synthases,

Contributions and conclusious:

The knowledge of genes that codify for E. histolyticu chitin synthase engymes is a first step
tc understand the chitin synthesis mechanism in this parasitic protozoa, and the processes
involved in the differentiation of this organism. specially the wall synthesis.

In our knowledge, this is the first time that the genes that codify for parasitic protozoa

chitin synthases have been cloned

Monterrey, N. L., México. Oclober/2002
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M., C. Eduardo‘Campos Gaongara. Dr. Salvader Said Ferndndez.
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I INTRODUCCION

1.1 Amibiasis

La amibiasis es una enfermedad causada por el protozoario Entamoeba histolytica. Esta
enfermedad se caracteriza por la produccion de lesiones, principalmente en el higado y el
colon de las personas infectadas. Se considera que E. histolyica infecta cerca del 10% de la
poblacién mundial y que anualmente la amibiasis es causa de 50 millones de casos de colitis 0
absceso amibiano cxtraintestinal, dando como resultado la mucrte de casi 50,000 personas
{(Petri et al., 2000).

La colonizacion del intestino grueso sin invasion de las capas subyacentes es asintomadtica,
pero cuando los trofozoitos invaden y lesionan ia mucosa del colon se puede desarcollar
colitis y disenteria amibianas. La diseminacion de los trofozoitos a través del torrente
sanguineo o linfatico permite la invasién y lesion de pricticamente cualquier otro drganae o
tejido, siendo el higado el més frecuentemente afectado, resultando en el desarrollo de

abscesos en estos tejidos (Ramakrishan y Petri, 2000).

1.2 Ciclo de vida de E. hisrolytica

El ciclo de vida de L. histolytica consiste de cuatro etapas consecutivas denominadas
trofozoito (forma vegetativa), prequiste, quiste (forma infectiva) y amiba metaquistica
(Martinez-Palomo, 1986). Los trofozoitos son las formas vegetativas del parasito y los
responsables de las lesiones producidas en los organos de los enfermos con amibiasis. Los

quistes son las formas infectivas y responsables de la transmision de la enfermedad.

En condiciones adecuadas los trofozoitos se diferencian, convirtiéndose en prequistes, luego
en quistes mononucieados, y después de dos divisiones nucleares sucesivas, en quistes
maduros tetranucleados. Los quistes salen del intestino con las heces y llegan al intestino del
nuevo hospedero cuando son ingeridos junto con alimentos © agua contaminados. En este sitio

la pared quistica es perforada por una amiba metaquistica tetranucleada, la cual abandona la
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pared quistica y rapidamente se divide, produciendo ocho pequeiias amibas mononucleadas

que rapidamente alcanzan su tamatio normat {Martinez-Palomo, 1982).

A diferencia de los troluzoites, los quistes maduros de E. histolytica permanecen viables por
periodos relativamente largos (hasta 14 dfas), en un amplio rango de condiciones medio-
ambientales adversas. Par ejemplo, los quistes resisten el efecto de los jugos gastricos,
enzimas pancredticas y bilis, hipoosmalaridad y otras condiciones desfavorables ([.ushbaugh y
Miller, 1988).

En el intestino, los trofozoitos se diferencian generando quistes. Los quistes son los
responsables de propagar la infeccion por diseminacion fecal-oral y el desenquistamiento en €l
intestino de un nuevo haspedero libera nuevos trofozoitos que pueden establecer una nueva
infeccion (Ramakrishan y Petri, 2000).

1.3 Desenquistamiento

La infeccion poc amibas def genero Entamoeda inicia con la ingestion de fonnas enquistadas
del parasito por parte de hospederus vertebrados. Asi, cada parisito es expuestu a las altas
concentraciones de H' presentes en el estomago del hospedero; y en su pasa por el intestino
delgado sc exponc a la compleja mezcla de secreciones liberadas por ¢l conducto biliar cn ¢l
duodeno, las cuales incluyen bicarbonato, que sirve para elevar el pH, cnzimas digestivas tales
como proteasas y lipasas y sales biliares que ayudan en la dispersion de los lipidos de la dieta

alimenticia (Eichinger, 2001).

Los estimulos que inducen el procesu de desenquistamisnte ¢n ¢l género Enfamoebu no estin
bien definidos. Los quistes encontradas en las heces [ecales se desenquistan después de que
las muestras son tratadas con dcidos, aunque este tratamiento estd dirigido principalmente a
remaver los flagelados y las bacterias acompafiantes para tener un mejor control de las
condiciones de cultivo y no para incrementar la eficiencia de descnquistamiento (cf. ref.
Eichinger, 2001). Los quistes de E. invadens generados in vitre no desenquistan con mayar

eficiencia después de tal tratamiento, dando los mismos bajos niveles de desenquistamiento
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no-sincronizado que los obtenidos lavando los quistes con agua y detcrgente y
resuspendiéndolos en medio de crecimiento para trofozoitos. Se ha determinado que niveles
mucho mas altos y desenquistamiento mas rapido son obtenidos con amibas crecidas y

enquistadas ¢n medio suplementado con butirato (Eichinger, 2001).

1.4 Enquistamieato

Desde hace varias décadas, ha habido un gran nimero de intentos para tratar de entender los
procesos concemientes al enquistamiento del protozoario parasito de humanos £. histolytica.
Sin embargo, debido a la carencia de un modelo de enquistamiento in viro que permita la
formacion de quistes de £ Aistalyrica en cultivos axénicos, la mayoria de estudios
encaminados a entender los procesos de diferenciacion del parasito han sido realizados usando
como modelo a K invadens, un protozoario patdogeno de reptiles (Lopez-Romero vy

Villagomez-Castro, 1993).

El proceso de enquistamiento de £. invadeny estd acompafiado por la deposicion de una pared
quistica que contiene quitina (Ammoyo-Begovich et al.,, 1980), la expresién de glicoproteinas
asociadas con écido sidlico especificas de la etapa de enquistamicnto {Avron et al., 1987),
incremento en los niveles de actividad de las quitina sintasas (Das y Gillin; 1991) y de
quitinasa (Villagomez-Castro ef al., 1992), y disminucion de los niveles de actina (Manuing-
Cela et al., 1994). De la misma manera, los estudios de Bond y col. (1992) demuestran la

expresion de al menus 72 proteinas especiticas de la etapa de quiste,

Los avances mds rccientes cn esta arca de investigacion han permitido establecer un modelo
hipotético que permite explicar el fendomeno de diferenciacion del género Entamoeba (para

una revision ver Lichinger, 1997 y 2001).

Dentro del hospedero, el protozoario £ histalytica reside dentco de la capa mucosa dei
color; la predileccion de las amibas por este sitio se debe en parte a la presencia d¢ un gran
numero de bacterias, y a la expresion en la superficie del trofozoito de la lectina de unidn

galactosa/N-acetilgalactosamina (gal/galNAc) que tiene la mas alta afinidad por macto-
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complcjos de ligandos de azicar presentados por las moléculas de mucina que se encucntran
en el colon y que son las principales glicoproteinas de la capa de mucosa (Eichinger, 2001). La
lectina gal/galNAc de E. histolytica estd compuesta de una subunidad mayor (170 kDa), la
cual tiene un dominio transmembranal cercano a su extremo C-terminal (Mann ef al., 1991) y
una subunidad menor (35 kDa), la cual tiene un anclaje glicosil-fosfatidil-inositol en su
extremo C-terminal (Tannich ef af., 1991).

En la superficie de E. invadens se expresa una lectina similar cuya especificidad estd limitada

a galactosa (Eichinger, 2001-b).

In vitro, el enquistamiento del pacasito £ invadens ocurre como una respuesta a condiciones
hipoosméticas (Bailey y Rengpien, 1980; Avron ef al., 1986), a la elimnacion de la fuente de
carbona en el medio (Vazquezdelara-Cisneres y Arroyo-Begovich, 1984) ¢ 4 una combinacian
de ambos estimulos (Sanchez et al., 1994). El nivel mds alto de enquistamiento requiere la
presencia de 5% dc suero de bovino en el medio de induccién (Rengpien y Bailey, 1975).
Cuando el suero de bovino es reemplazado con ligandos terminados en galactosa
(asialofetuina, gal-BSA, o mucina), se observa un cfecto dependiente de la concentracion de
estas moléculas, lo cual sugiere que una proporcion especifica de ligando y lectina conlleva a

una seflal requerida para iniciar el procesv de enquistamiento (Coppi y Eichinger, 1999) .

Las especics patogenas pertenecientes al género Entamoeba cxpresan enzimas que sirven para
eliminar localmente la capa de mucosa en los sitios de multiplicacién de las amibas. La capa
de mucaosa se rompe permitiendo la difusion de bacterias que son tragadas por las amibas en el
sitio de la multiplicacion. El hecho de que bajas concentraciones de mucina sean capaces de
disparar la dilerenciacion indiva que la lectina gzl de £ invadens, y probablemente la lechina
gal/galNAc de £ hisrolytica, estan involucradas no solamente en la retencién fisica de las
amibas dentro de la capa del colen, sino también en el monitoreo de la integridad de dicha
capa. (Eichinger, 2001-b). En un modelo acorde a estas resultados, las amibas podrian estar
expuestas a una cantidad reducida de mucina cuando su nimero se incrementa, y cn algun
punto, la concentracion local de mucina podria atrapar moléculas de lectina en la superficie

del parasito wniciando asi el proceso de diferencracion (Eichinger, 2001).
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1.5 Estructura del quiste

El ciclo de vida de E. Aistolytica en el hospedero humano no ha sido confirmado. El dnico
estudio detallado en esta area de investigacion fue realizado por Dobell en 1928 en cultivos de
una cepa amibiana obtenida de un mono. Desde entonces, pricticamente ne ha habido avances
en la descripcion original por lo que habrd que referirse al trabaja de este investigador para
conocer los detalles de las supuestas 4 etapas en el ciclo de vida de E. histolytica: el rofozoito,

pre-quiste, quiste y arniba metaquistica (Martinez-Palomo, 1986).

Los quistes son redondos o de forma ligeramente ovalada, presentan un tamaiio que va de 8 a
20 pm de didmetro. En preparaciones sin tefiir, aparccen como cuerpos hialinos con una pared
refractil y un citoplasma incolorg. Los quistes maduros presentan 4 nicleos que son mas
pequetios que los de los trofozoitos. Los quistes iumaduros frecuentemente presentan cuerpos
cromatoides compuestas de ribosomas que se agregan para formar estructuras alargadas en
forma de bastin con extremos redondeados; los cuerpos cromatoides desaparecen cuando el
quiste madura. Cuando los quistes son tefiidos con hematoxilina de hierro su citoplasma
aparcce vacuolado, con numerosos depdsitos de glucégeno que disminuycn en tamafio y
nurmero a tedida que el quiste madura.

La pared de los quistes mide 125 a 150 pm de grueso y parece estar compuesta de elementos
fibrilares de 2 a 3 pm de diametro que forman una fuerte malla, la cual posiblemente da lugar
a varias lamelas. Se ha demostrado que el polisacdrido principal de la pared de quistes de
£. invadens es quitina. Recientemente los genes que codifican para quitinasas de £. invadens,
E. coli y E. histolytica han sido clonados pero su expresion ha sida detectada finicamente en el

cnquistamiento dc E. invadens (cf. ref. Martinez-Palomo, 1986; Clark ef al., 2000).

La pared constituve ung de los organelos mds importantes de los quistes porque les confiere su
resistencia y formna caracteristica. Los elementos moleculares de las paredss quisticas son
completamente diferentes a los que s¢ encuentran en la membrana plasmdtica de los
trofazoitos y por lo tunto su aparicion en la superficie de las amibas ¢s facilmente identificable

e indicativo de un proceso de diferenciacion.
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1.6  Sintesis de pared en Entamoeba

Durante el proceso de enquistamiento, uno de los eventos mds relevantes es la sintesis o
estructuracion de una pared que confiere resistencia al quiste recién formado.
La funcion biologica de la pared quistica es la de proteger a la célula en criptobiasis de
condiciones de hipoosmolaridad y otros factores desfavorables, como el efecto de sustancias
toxicas (Neff y Benton, 1962; Arroya-Begavich er al., 1980).
En la composicion de las paredes de E invadens, E. histolytica y E. coli juega un papel
destacado la quitina. En 1980, basados en estudios de difraccion de rayos X, Amroyo-Begovich
y col. demostraron que el componente mayoritario de la pared de quistes de £. invadens es
guiting (Arroyo-Begovich e al., 1980).
En e¢se mismo afio, Arroyo-Begovich y Carabéz-Trejo (1980) observaron que las paredes de
quistes de £. invadens tienen una fuerte afinidad por aglutinina de germen de trigo, lectina que
reconoce especilicamente secuencias de N-acetilglucosamina con enlaces §§ (1-54). En el
mismo trabajo, los autores mencionan que las paredes de quistes naturales de F. histolytica y
E. coli tambi¢n muestran afinidad por la aglutinina de germen de trigo pero notablementc
menor que las paredes de los quistes de £. invadens, lo cual sugiere que estas estructuras
tambi¢én poseen secuencias de GlcNAc, aunque aparentemente de menor longitud y en menor
cantidad que las paredes de £. invadens. De tal manera, la sintesis del polisacaride quitina

parece ser un evento clave en la formacion de la pared de quistes del género Eniamaeba.

1.7 Quitina

[.a quitina es un polimere lineal formado por pares de N-acetilglucosamina unidas por
enlaces B 154 (N, N diacetilquitobiosz). Es el segundo polimero biologico mas abundante,
despues de la celulosa. La quitina es frecuentemente referida como un humopolimerv de N-
acetil-}-D-glucosamina, lo cual podria no ser completamente cierto dado que la glucosamina
es también encontrada en cierto grado en la quitina (Neville, [975). Asi también, aunque los
" nombres “quitina” asi como el producto derivado de la desaminacion de ésta, “quitasan”, son
ampliamente usados, ninguno de esos términos corresponde una estructura quimica unica Es

generalmente conocido que la quitina no existe normalmente en la naturaleza como una
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sustancia Unica, sino que se presenta formando complejos con otras sustancias. En el
exoesqueleto de insectos y crusticeos fa quitina se encuentra formando complejos con
proteinas ¢ puede estar endurecida por entrecruzamientos con poli-hidroxifenocles
(esclerotizada), mientras la quitina en los hongos (quitina fitngica) forma complejos con otros
polisacaridos incluyendo a la celulosa (Ruiz-Herrera, 1977).

Hasta ahora, la quitina pura solamente ha sido identificada en lay espinas extracelulares de las
diatomeas Thalassiosira fluviatilis y Cyclotella cryptica. Asi, poli-[B(1-4)-acetamido-2-
deoxi-D-glucopiranosa] como una entidad es, de manera normal, solamente obtenida en el
laboratorio despué¢s de un niguwoso proceso de purificacidon para remover los otros
componentes. Detalles acerca de los aspectos fisicos y quimicos de la quitina y su interaccién

con proteinas han sido publicados en varias revisiones (cf, ref. Spindler, ef al., 1990).

Las microfibras de quitina pueden estar organizadas en paralelo formando la llamada
B-quitina, algunas veces también se presentan en una forma mezclada (de cada 3 cadenas de
polimero, dos son paralelas: y-quiting) y la manera mds frecuente de encontrar a la quitina es
en forma de a-quitina, donde las cadenas de polisacaridos estin orientadas de forma

antiparalela (Spindler, er al,, 1990).

La gran fuerza y estabilidad del polimero le permiten jugar un papel muy importante como
esqueleto estructural sobre el que descansan otros componentes que forman parte de
estructuras de proteccion de diversas especies animales (Cohen, 1987). Ademas, la quiting es
un componente principal de la matriz peritrofica del intestine de msectos, {ormando una
barrera entre el medic ambiente externo y los tejidos internos de estos organismos (Kramer y
Koga, 1986).

La presencia de quiting ha sido demostrada en hongos, algunas algas y varios phyla de
invertebrados. Tanto protozoarios como metazoarios pueden contener quitina como un
componente estructural. Entre los metazoarios, sintetizan quitina todos los protastomidas,
excepto platclmintos y nemertinidos. Entre los deuterestomados, solamente lo hacen tunicata y
pogonofora (los cuales poseen microfibras que contienen quitina y proteinas). Otros
deuterestomados, incluyendo todos los vertebrados, carecen de quitina (pata una revision ver;

Muzzarelli, 1977, Jeniaux, 1982). Ademads, la quitina se hu deteclado en algunos protozuarios,
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como Giardia lamblia y Entamoeba invadens, acantocéfalos, neméatodos (4scaris suum,
Brugia malayi), pentastdmidos y moluscos, y en todos los artropodos (crustaceos, aracnidos y

moluscos) (cf. ref. Spindler ef al.,1990).

Varias especies de hongos, incluyendo levaduras, han sido las mas estudiadas en aspectos de
sintesis de quitina. En las paredes de €stos se ha encontrado un contenido de quitina que varia
segun la especie. En Saccharomyces cerevisiae el 3% de la masa de la pared celular es quitina
(Klis, 1994), mientras que en ¢l hongo basidiomiceto Ustilago maydis (patégeno de plantas),
este polisacarido representa entre €l 14 y el 16% del peso seco de las paredes de levaduras y

células miceliales, respectivamente (Ruiz-Herrera et al., 1996)

Las fibras de quitina tienen una fuerte afinidad por la aglutinina de germen de trigo. Los
complejos quitina-aglutinina de germen de trigo-fluoresceina fluorescen intensamente bajo luz
ultravioleta. La intensidad de la fluorescencia es proporcional a la masa de quitina contenida
en la pared de los quistes o la longitud de las fibras de quitina que componen la matriz de estas
estructuras. Los quistes de E. invadens incubados en presencia de aglutinina de germen de
trige marcado con fluoresceina fluorescen con mucha mayor intensidad que los de E
histolytica o E. coli (Arroyo-Begovich y Carabéz-Trejo, 1980). Estos resultados son
sugerentes de que el contenido de quitina, o la longitud de las cadenas de este polimero en las
paredes de los quistes de E. histolytica y E, coli, es notablemente menor que en las paredes de

E. invadens.

En hongos la biosintesis y deposicién de quitina durante la sintesis de pared es un proceso
muy complejo, no completamente entendido. Este proceso involucra la biotransformacion
secuencial de metabolitos simples, polimerizacién de intermediarios biosintéticos y transporte
del producto al exterior de la membrana plasmatica. Todo ello requiere de un nimero
importante de enzimas y factores (cf. ref. Bartnicki-Garcia, 1989; Cabib, 1987; Peberdy, 1990;
Ruiz Herrera, 1992).
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1.8  Sintesis de quitina

La biosintesis de quitina es un proceso complejo que consiste de una serie de pasos
enzimdtivos, El proceso inicia con una unidad de glucosa, la cual es convertida a GlcNAc,
unida con trifosfato de uridina (UJTP), transportada dentro de la célula, polimerizada en quitina
y unida covalcntcmente a proteinas para formar microfibras de quitina en la cuticula o en las

paredes celulares (Palli y Retnakaran, 1999).

La sintesis de quitina a partit del precursor UDP-GleNAg, es catalizada por quitina sintasas
(UDP-GlcNAc:chitin 4 —3 —N-acetylglucosaminyl-transferase, EC 2.4.1.16). Se ha postulado
que dos residuos de GlcNAc son adicionados en cada cicla catalftica ya que esto acomada los
cambios en configuracion anomcrica del sustralo y producte sin que la enzima o producto
polimerizado tengan que rotar 180° entre adiciones consecutivas del mondmero (Saxena, e¢
al., 1995). Alun no estd claro si se requiere un oligosacarido corto como iniciador de la
reaccidn. Cada ciclo catalitico involucra la translocacion del polimero de quiling en
crecimiento de los sitios de unidn de la quitina sintasa con ¢l sustrato despues de las dos
adiciones de GlcNAc. El polimero de quitina permanece de esta manera unido a la enzima,
preparado para el siguiente ciclo catalitico.

El ensamble de quitina ocurre sin la formacion de quito-oligosacaridos libres (Horsch ef al.,
1996). Asi, en contraste con el punto de vista original, no hay necesidad de un aceptor soluble
de GleNAc, es decir, un quito-vligomero con n < 10 (andlogus mds grandes son insylubles).
La quiting ¢xdgena tampoco actua como un wniciador, ¥ no hay evidencia de que un
intermediario o un aceptor fipidicos estén invelucrades. Sin embargo, hay reportes de la
formacion de glicolipidos unidos a GleNAe (GlcNAc-glicosildiacilgliceroles) que actian
como intermediarios de la sintesis de quitina y quito-oligomeros unidos a dolicolfosfato con
una cadena de 8 residuos de longitud maxima. Este altimo parece ser transterido a un aceptor
polipeptidico y actuar como un sustrato aceptor de GlcNA¢ para la enzima qQuitina sintasa. En
cualquier casy, la evidencia experumental implica que la quitina sintasa actia unida
covalentemenle a un sustrato iniciador (primer); el cual, de acuerdo a la definicion de quitina
sintasas como enzimas que catalizan la incorporacién de unidades de UDP-GlcNAc desde un

azucar donador hasta un sustrato aceptor polipeptidico de GleNAg, es quitina.
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No se sabe si al supuesto compleja quitina sintasa-sustrato iniciador y al sitio de unién a
UDP-GlcNAc implicados en los eventos de elongacion de la cadena de quitina les
corresponden distintas regiones del mismo polipéptido (polipéptido de quitina sintasa
multienzimatico) o estan situados en dos diferentes polipéptidos estrechamente asociados
(complejo multienzimatico) (para una revision ver: Merz ef al., 1999).

Hay adicionalmente un requerimiento de una enzima que catalize la remocion de la cadena del
polimero, o parte de ella, para producir quitina pura. Por lo tanto, el modo de accién de la
quitina sintasa no puede ser concebido de una manera adecuada sin tomar en cuenta la accion

conjunta, debidamente balanceada, de actividad quitinolitica (Merz et al., 1999).

Para que la quitina sintetizada cumpla con su funcidn en los sistemas biol6gicos, debera haber
un mecanismo que transporte el polimero de quitina sintetizada de rnovo desde el interior de la
célula (donde supuestamente se encuentra el dominio catalitico de la enzima) hacia el medio
extracelular. Y finalmente deberd haber también un nlunero de pasos post-sintesis en la
superficie celular involucrando la formacién de fibras de quitina semicristalinas, asociaciéon de
¢stas con proteinas cuticulares y por Gltimo, la formacién de una estructura macromolecular
quitina/proteina con extensas modificaciones quimicas. Por lo anterior, la formacion de fibras
de quitina es un proceso extremadamente complejo y pobremente entendido (Tellam ef al.,

2000).
1.9  Quitina sintasas
Glaser y Brown (1957) encontraron que una preparacion enzimatica del hongo Neurospora
crassa cataliza la incorporacion de monémeros de GIcNAc, usando como sustrato uridina
S'difosfato (UDP)-GIlcNAc a un polimero indistinguible de |a quitina auténtica.

La ecuacion general para la reaccion de sintesis de quitina es la siguiente:

UDP-GlcNAc + [B-(1,4)-GleNAcj, — [(-(1,4)-GlcNAc] 541 + UDP

10
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La reaccion depende de quitina sintasas. Estas son enzimas monomeéricas (UDP-2 acetaimido
2-deoxi-D-glucosaquitina 4-f-acetamidodeoxiglucosil transferasas) que requieren la presencia

de cationes divalentes (Mg>*, Mn®*, Co™") y GlcNAc coma activadores.

Desde la primera descripeidn de la ¢nzima responsable de la sintesis de quitina como una N-
acctilglucosiltransferasa que usa el monomero activado difosfato de uridina-GlcNAc (UDP-
GlcNAc) como ¢l donador de GlcNAg, la quitina sintasa ha permanecido como una enzima
intrigante y atractiva para bioquimicos, bidlogos celulares y moleculares, entomdlogos,
micologos, parasitOlogos, clentificos que representan otras disciplinas y también para
investigadores en la educacion y en la industria. Desafortunadamente, y a pesar del gran
interés y la basta bibliografia relacionada con las quitina sintasas obtenida a la largo de
4 décadas de investigacion, solo se han obtenido informacion modesta sobre las caracteristicas

bioquimicas bésicas de la enzima (Merz ef al,, 1999).

El conocuniento de las propiedades estructurales de la enzima es sorprendentemente pequeio
¥ principalmente relacionado a la secuencia de amincactdos (Aa) deducida a partir de genes de
quitina sintasa (CHS) clonados. Algunos de los cuales, sin embarga, codifican para
UDPGIicNAc-transferasas que no catalizan la reaccidn asignada por definicion a las quitina
sintasas.

D¢ la misma forma, por medio de analisis de prediccidn, se ha logrado identificar las regiones
que probablemente representan los dominios implicados en la funcion catalitica de estas
enzimas. E! alineamienty maltiple de las secuencias aminoscidicas deducidas 4 partir de la
secuencia de los genes permitio identificar una seccion de aproximadamente 450 Aa que
presenta una alta homologia entre todos [os genes conocidos hasta ahora. En esta regidn se
determiné mas tarde, por medio de¢ andlisis mutacional (Nagahashi ez al., 1995; Yabe er al
1998), la presencia de residuos esenciales para la actividad catalitica de la enzima.
Posteriormente, estudios de prediccion de estructura para quitina sintasas y proteinas
relacionadas usando analists de grupos hidrolébicos (Miyazaki y Ootaki, 1997) y modelaje
basado en ¢l conocimiiento de la homologia (Horsch y Sowdhamini, 1996) concluyeroa
independieatemente que el plegamienta de la proteina es del tipo B/ y dan una seleccidn de
Aa que son invariables en todos los genes CHS y otros genes que codifican para

(}-glucasiltransferasas. Un estudio usando el programa QSLAVE, un sisteind experto para la

11
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prediccion de plegamienty de proteinas (Johnson er @l., 1993), permitid proponer un

plegamiento de la proteina en forma de barril (0/B)s (para una revisidn ver Merz et al., 1999).

Ademds de los analisis de prediccion, también se han realizado una gran cantidad de ensayos
bioldgicos encaminados a determinar las condiciones de reaccion de las quitina sintasas.

En algunos hongos la actividad de quiting sintasa ¢sta asociada a fracciones membranales de
lus paredes (Gooday, 1977). En otros casos s¢ ha encontrado la mayor actividad especifica de

la quitina sintasa en la fraccion microsomal (Farkas, 1979).

Las quitina sintasas han sido purificadas de diversas cspecies de levaduras y hongos
filamentosos (Bartnicki-Garcia e al., 1978; Kang ef al., 1984; Leal-Morales, ef al., 1988;
Sehtrenmikoff, 1979). En algunas especies como Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans,

Ustilagu maydis, etc. se han encontrado vanas isoenzimas de este tipo.

A la fecha, el modelo mas estudiado para entender el proceso de sintesis de quitina y los genes
y proteinas involucrados en dicha proceso es § cerevisiae (para una revisién ver: Valdivicsa
et al., 1999). En ¢sta especie la quitina representa solamente el 3% de la masa de la pared
celular, sin embargo, hay evidencias que indican que S. cerevisize no puede sobrevivir sin
guitina (Bowers ¢r al, 1974; Shaw et al., 1991). 8. cerevisiae contiene 3 diferentes quitina
sintasas (ChS) responsables de la sintesis de este palimero: ChS I actia como una enzima de
reparacion al tiempo de la citoquincsis (Cabib e al., 1989, 1992) ChS Il forma el disco de
quitina del scpto primario que separa las células madre ¢ hija (Sburlati y Cablb, 1986; Shaw et
al., 1991) y ChS IIl que sintetiza el 90-95% de la quitina celular, incluyendo la quitina
sintetizada durante la gemacion y la esporulacion (Roncero et al., 1988; Valdivieso ef al.,
1991; Pammer ez «!f., 1992). Cada ChS contigne al menos una subunidad catalitica codilicada
respectivamente por los productos de los genes CHS1, CHS2 y CHS3 (Bulawa, 1993; Cabib,
et al., 1996). El hecho de que cada ChS tiene una funcion celular diferente, sugicre que la
actividad de cada enzima debe ser espacial y temporalmente regulada. Asi, se ha propuesto
que ChS [y ChS I[ son reguladas tanta en €l nivel transcripcional (Pammer et al., 1992) como
en el nivel postraduccional (Choi ef at., 1994; Uchida ef al., 1996), esto altimo realizado por

medio de procesamiento proteolitico (tevisado en Cabib, et al., 1996).
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Ademads de los genes CHS1, CHS2 y CHS3J, los productos d¢ otros 4 genes (CHS4, CHSS,
CHS6 y CHS7) han mostrado ser requeridos para regular la actividad de sintesis de quitina
(Bulawa, 1993). Chsdp cumple dos funciones: es un activador directo de la actividad del
complejo ChS Il (Trilla e al., 1997) y al mismo tiempo es responsable del anclaje de la
proteina Chs3p al anillo de septina durante la formacion del septo (DeMarini et al., 1997). La
proteina ChsSp esta involucrada tanto en ¢l transporte de Chs3p en vesiculas especializadas
(Santos y Smyder, 1997), como en el transporic de otras proteinas durante {a gemacion (Santos
ef al., 1997); y Chs7p que regula la actividad del complejo ChS III controlando el transporte
de la unidad protéica Chs3p desde el reticulo endoplasmico (Trilla ef al., 1999).

Los resultados de lrilla y col. (1999) demuestran que CHS7 es ¢l dnico gen cuya transcripeion
se ve aumentada bajo todas las condiciones en las cuales la sintesis de quitina en 8. cerevisiae
es incrementada.

Asi, queda ampliamente demostrado que la regulacion transcripcional de CHS3, el gen que
codifica para la subunidad catalitica de ChS III no es el mecanismo que controla la actividad
de ChS Il (Chot et al., 1994; Chuang y Schekeman, 1996; Coss et al,, 1998); y que dicha
funcidn depende principalmente del transporte y localizacion apropiados de Chs3p (Tnilla of
al., 1999). funcién que cumplen las proteinas producto de los genes CHS4 y CHS7 de

S. cerevisiae.

1.10 Clunacion y caracterizaciin de genes de quitina sintasas,

Los genes de diversos hongos filamentosos y levaduras que codifican para esta clase de
enzimas han sido clonados y su secuencia determinada. Entre ellos, los genes que cadifican
para las quitina sintasas [, [ y [l de §. cerevisiae y los de C. alhicans (cf. ref. Ruiz-Herrera
and Xoconostle-Cézares 1995). El porcentaje de similitud entre las secuencias de Aa de estas
enzimas es considerablemente alto y esto ha permitido clonar genes de quitina sintasa de
diversas especies de hongos, como las de Aspergillus fumigatus, utilizando hibridacion
heterdloga de secuencias decivadas de las de S. cerevisiae (Mellado et al., 1995).

De la misma manera, recientemente se ha reportado la clonacion de genes CHS en insectos

(Lucilia cuprina, Aedes aegypti, Draosophila melanogaster) y gusanus (Caenorhabditis



Quitina sintasas dc £. #istelvtica. ECG
[ntraduccidn.

elegans, Brugia malayi), aunque los estudios sobre las quitina sintasas en estas especies son

escasos cotmnparados 4 los realizades en quitina sintasas de hongos y levaduras.

Tellam y col. (2000) presentan los resultados de la determinacion y andlisis de la secuencia de
Aa deducida del cDNA de la quitina sintasa de [Lwucilia cuprina y hacen un estudio
compatativo entre las quitina sintasas de artropodos y levaduras demostrando que la
homologia mas alta encontrada entre dichas secuencias corresponde a la region catalitica,

Por medio de analisis mutacional en CHS1 y CHS2 de §. cerevisiae se ha demostrado que
dicha region catalitica es esencial para la actividad de la enzima (Nagahashi et al., 1995; Yabe
et al., 1998), determinando ademas cuales son los dominios y Aa esenciales para que estas
proteinas puedan realizar su funcion. Ademas, se ha encontrado gue und mutacion del Aa
arginina que forma parte del dominio QRRRW (secuencia seiial caracteristica de todos los
genes CHS) resulta en la pérdida tanto de [a funcidn in vivo camo de la actividad enzimatica

de ChS3 (Cos ¢t al., 1998).

El analisis de la secuencia de Aa deducida a partir de la secuencia de los genes de quitina
sintasa demuestra que estas proteinas son relativamente grandes y contienen multiples
domintos transmembranagles reflejanda asi su asociacién ya sea con la membrana plasmaética a
con vesiculas intracelularcs {quitosomas). Las secuencias de Aa deducidas son de longitud
variable en un rango entre 650 y 1635 Aa, lo cual es debido principalmente a diferencias en
loy extremos N-terminal y C-terminal de las proteinas. A pesar de la considerable variacion en
longitud, las quitina sintasas muestran una significativa, aunque baja, homologia en la
secuencia de Aa; homologia localizada principalmente en ¢l domimnuo catalitica central el cual

esta rodeado por mdltiples segmentos transmembranales (Cid et al., 1995)

L.11  Quitina sintasa y sintesis de quitina en £E. invadens y E. histolytica.

kn &. histolytica, €l principal obstaculo para estudiar adecuadamente los quistes y el proceso
de engquistamiento censiste en la falta de un medio y un método que permitan la produccidn de
quistes de esta especie en condiciones axénicas (I.opez-Ramero y Villagomez-Castra, 1993;

Eichinger, 1997). Ante la dificultad de obtener quistes de E. histalytica en cultivos axénicos, la

1
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mayoria de los investigadores interesados han enfocado sus esfuerzos a estudiar ¢l proceso de
enquistamiento de £. invadens, un protozoariy pardsito de reptiles, con el {in de obtener
evidenclas que permitan dilucidar los mecarusmos implicados en dicho proceso. Sin embargo,

los datos abtenidos al respecto no son claramente extrapolables a E. histolytica.

Das y Gillin (1991) demostraron la presencia de dos formas de quitina sintasa en E. invadens:
una forma soluble y una forma particulada, y sugirieron que ¢sta enzima podria ser esencial
para la formacion de la pared quistica de la especie mencionada. El 60% de la actividad
enzimatica de la quitina sintasa de £ invadens estd en el sobrenadante de alta velocidad
(quitina sintasa soluble) y presenta su mayor actividud a pH 6.0. El 40 % restante se encuentra
en forma particulada y tiene actividad a pH entre 7.0 y 7.5. [.a actividad de ambas fracciones
depende de la presencia de Mg”, Mn®"y Co™".

Ninguna de las formas de la quitina sintasa, particulada o soluble, de E. invadens se activa con
tripsina, lo cual indica que esta enzima no s¢ cucuentra en forma de zimogeno en ¢stos
parasitos. La actividad enzimatica de la quiting sintasa es inhibida por UDP, UDP-glucgsa y
UDP-GalNAc, pero no por polioxina D o nikkomicina Z (inhibidores especificos de la

actividad de quitina sintasas de hongos).

Said-Fernandez y col. describieron el medio PEIIPS (Said-Fernandez et al., 1988) en donde
los quistes de E. histolytica se forman espontineamente en cultivas envejecidas. Estos quistes
tienen la propiedad de unir aglutinina d¢ germen de migo en proporciones mucho mayores que
los trofozoites (Said-Ferndndez er af., 1993). Esta afinidad es mucho mdy intensa cuando los
quistes han sido formados en presencia de CoCl,, MgCl; y MnCl;. Ademds, (as células
formadas cn presencia de los cationes divalentes resisten cl efecto de dodecil sulfato de sodio
(SDS) al 1% (Campos- Gongora, ef ai., 2000); este detergente es capaz de destruir cualquier
célula que no posea una pared sdlidamente estructurada. Posteriormente, este misma grupo de
trabajo demostrd que las paredes de los yuistes de E. histolytica formados en medic PEHPS
adicionalo con Mg™', Mn*" y Co®, presentan un mayor comntermndo de GlcNAc que les
trofocoitos y que los quistes [ormados en medio PEHPS sin cationes adicionados (Said-
Ferandez et al., 2001). Estas evidencias sugieren fuentemente que cuando £ Afstolytica se
cultiva cn medio PEHPS adicionado con cationes, se induce un proceso dc diferenciacion

celular y las estructuras resultantes son capaces de sintetizar un polisacarido rico en GlcNAc,
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presumiblernente quitina; lo cual implica la presencia de una o varias quitina sintasas. Sin
embargo la presencia dc dichas enzimas en esta cspecic ne habia sido demostrada

cxperimentalmente,

1.12  Modelo actual de la sintesis de pared en E. énvadens

Se puede considerar que los estudios sobre el enquistamiento de amibas han ocurrido en (res
etapas historicas: desarrolle de medios de cultivo, estudio del papel que desempeiia la flora
bacteriana acompafiante del parisito en el intestino y la aplicacién de técnicas de biolagia

molecular (Cichinger, 1997).

Actualmente, un modelo para la sintests de la pared quistica de £. invadens, que como se sabe
contiene una mezcla de proteinas y quiting, estd también desarrollandose. El grupo de trabajo
del Dr. John Samuclson reportd la prescncia de estructuras con funciones parecidas al aparato
de Golgi en amibas enquistandose por medio del seguimiento de la produccion y localizaciéon
de quitinasa (Ghosh e¢ al, 2000), proteina que es sobre-expresada durante este proceso
presurmblemente para ayudar en la remodelacion de las fibras de quitina recien formadas. La
localizacidn de quitinasa a un compartimiento vesicular fue dependiente de |a presencia de una
secuencia-sefial aminv-terminal; mientras que la inclusion de una seflal de retencion para ¢l
reticulo endoplasmica restringié a la quitinasa a un compartimiento vesicular distinto.

Este mismo grupo ha identificada una proteina principal (Ilamada Jacab) de la pared de quistes
de E. invadens, y basandose en su sccuencia de Aa y localizacidn dentro de la pared de
quistes, propone que dicha proteina esta involucrada en dirigir la deposicidn de quitina durante
la formacion de pared. Jacob ¢s la glicoproteina mas abundante de la pared de quistes de E.
invadens, contiene dominios cicas en cisteing similares a los dvminios de umon a quiting de
las proteinas de la mairiz peritrofica de insectos. De hecho, la proteina amibiana se umd a
quitina purificada y a paredes de quistes extraidas can detergentes. Los azicares en la proteina
Jacob se unieron espontdneamente a lectinas especificas de galactosa (Frisardi er af., 2000).
Esto sugicre un maodclo de ensamble de la pared quistica en el cual una lectina gal en la
superficie de amibas enquistandose, se une a la proteina Jacob y €sta a su vez, por medio de

los dominios de union a quiting, se une a moléculas del polisacando (sintetizadas por una
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ptesunta quitina sintasa especifica de la etapa de enquistamiento) cuando éstas son liberadas
en la superficie de las amibas. Durante el desenquistamiento, la pared quistica es degradada

después de que la quitinasa se une a la quitina via sus 8 dominios de unién a quitina.

Cuatro lectinas con dominios de umdn a quitina, homologas a las descritas en £. invadens,
estdn también presentes en £. histolytica (Jacob, quitinasa, y Jessies 2 y 3). Estas proteinas
fueron expresadas en vesiculas secretorias de amibas transfectadas y se observa que se unen a

quitina particulada (Van Dellen ef al., 2002).

1.13  Justificacian

A la fecha sc han realizado estudios moleculares sebre las quitina sintasas de varias especies
de: a) hongos y levaduras como: S. cerevisiae (Bulawa et al., 1986; Cabib et al., 1989; Orlean
P, 1987; Bulawa y Osmond, 1990; Sburlati y Cabib, 1986; Silverman et al., 1988), Mucor
rouxii (McMurrough y Bartnicki-Garcia, 1971), Botrytis cinerea (Causier et al., 1994), N
crassa (Glaser v Brown, 1957; Selitrennikof, 1979; Yarden y Yanofsky, 1991; Beth-Din y
Yarden, 1994; Beth-Din er ai., 1996), A. fumigatus (Mellado et al., 1995), U. maydis (Gold y
Kronstad, 1994; Ruiz-Herrera y Xoconostle-Cazares, 1995), etc. b) artropodos como Lucilia
cuprina (Tellam et al., 2000), Aedes aegypti, (Ibrahim et al., 2000) Drosophila melanogaster
(Tellam et al., 2000; Gagou et af., 2002, Ostrowski et al., 2002) y ¢) gusanos: Caenorhabdiiis
eleguns (Vetonico ef al., 2001) y Brugia malayi (Hawis et af., 2000). En estos organismos se
han deternmninado ampliamente las caracteristicas quimicas y condiciones de sintesis de dichas

proteinas, pero poco se sabe de las quitina sintasas de prolozoarios paldgenos.

Debido a que la quitina es muy abundante en artropodos, insectos, hongos y protozoarios, pero
esta ausente en plantas y mamiferos (Muzzarelli ef al., 1986), las quitina sintasas son un
blanco atractivo en el desarrollo de drogas antiparasitarias (Cohen, 1987; Gooday, 1990;
Spindler et al., 1990). La(s) quitina sintasa(s) de &. histolptica, por lo tanto, son moleculas
muy dignas de estudiarse, porgue un compuesto efectivo ¢ inocuo capaz de wabibir la actividad

de estas enzimas padria interrumpir el ciclo biolégica del parisita. Un primer y firme paso en

1?7
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este proceso sera la clonacion y secuenciacion del gen(es) que codifique(n) para esta(s)
enzima(s).
1.14 Hipdtesis
Los quistes de E. histolytica conlienen quitina y por lo tanto deben tener uno o mas genes
que codifican para quitina sintasas. Dado que existe una reg:dn con gran homologia en genes
de diferentes especies que codifican para eslas enzimas, es posible clonar los genes de

E. histolvtica utilizando como sondas secuencias degeneradas de las regiones de alia

homologia.

1.1S  Objetivoy

Con base en la hipdtesis anterior, los objetivos del presente trabajo fueron:

1.15.1 Objetivo general

Clonar y secuenciar los genes (EhCHS) que codifican para las quitina sintasas de

E. histolytica.

1.15.2 Objetivo especificos

1)  Dasediar oligonucledtidos especificos que permiten la amgplificacion de un fragmento(s)

correspondiente(s) al gen(es) EhCHS de E. Aistolytica.

2) Tamizar una biblioteca de E. hisiolyrica construida en el bucteriofago A-ZAP para
identificar y aislar la(s) clona(s) portadoras del DNA que codifica para la quitina sintasa

de & histolytica.
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3)  Determinar la secuencia de nucledtidos de los yenes ERCHS (que codifican para quitina

sintasas) en E. histolytica.

4)  Analizar la estructura primaria de la(s) proteina(s) deducidas a partir de la secuercia de
DNA determinada.

5)  Clonar el (los) gen(es) de la quitina sintasa en un vector de expresion para inducir la

sobre-expresion de la proteina recombinante.
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2  MATERIAL

2.1  Origen de los reactivos

2.1.1

Reactives quinticos

I.as reactivos se obtuvieron de las siguientes marcas comerciales:

Amersham Pharmacia Biotech; Braunschweig*

Appligene Oncor; Heidelberg*
Becton Dickinson; Cockeysville, USA

Biomol; Hamburg?*

Calbiochem® : San Diego, USA
FCM BioProducts; Rockland, USA
GIBCO BRL Life Technologies; Karlsruhe*

Hybaid, Ashford*
JRH BRigsciences; Lenexa, USA

Nestle, Frankfurt
Pierce Chemicals; Rockford, USA
Roche Diagnostics; Mannheim*

Serva Electropharesis; Heidelberg*

o-[**P]-dATP 50 uCi

X-Gal

Triptona, Extracto dc Levadura,
Tripticasa, Peptona

Fenol saturado con Tris, SDS, Glicerina,
DIL, IPTG, HEPES

Higromicina B

SEAKEM® GTG Agarosa

Agarosa, TRIzol®, Sulfato de Geneticina
(G418), Penicilina, Estreptomicina

30% Acrilamida/Bisacrilamida (37,5:1)
Mezcla de Vitaminas- Tween 80 de
Diamond (40X)

Leche en Polvo (Gliicksklee)

BCA Protein Assays

Glutation reducido, ATP, Ampicilina
EDTA, APS

Los reactivos no especificados aqui fueron de las marcas comerciales Merck (Darmstadt*) y

Sigma-Aldrich (Taufkirchen*).

* Significa que fueron comprados en la sucursal de dichas empresas con sede en la ciudad

citada, en Alemania.
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2.1.2 Enzimas e inhibidores

Amersham Pharmacia Biotech; Freiburg*

GIBCO BRL Life Technologies; Karlsruhe*

Promega; Madison, USA
Roche Diagnostics; Mannheim*
Sigma-Aldrich; Taufkirchen*

Enzimas de restriccion, Tag-polimerasa,
T4-DNA-Ligasa, I[nhitidor de RNasa,
CIAP  (Calf Intestinal  Alcaline
Phosphatase).

Super Script TMI, Transcriptasa
Reversa, RNasa 11, Desoxiribonucleasa [
grado amplificacion, Oligonucledtidos.
Fragmento Klenow de DNA Polimerasa |
Pwo-Polimerasa, RNasa H

E-64

Para las digestiones enzimdticas realizadas, ligaciones y reacciones de secuenciacion, se

utilizaron los amortiguadores y las recomenduciones sefialadas por las casas comerciales.

2.1.3 Reactives inmunoligicos

DAKO

2.14

Roche Diagnostics; Mannheim*

MBI Fermentas; St. I.eon-Roth

Biorad; Miinchen*

[nvitrogen

GIBCO BRI.; Puisley, Escacia

21

Inmunoglobulinay de cerdo anti conejo

conjugadas con peroxidase.

Marcadores

Marcadores de peso molecular: DNA-
Marker V y VI

Marcadar de DNA GeneRuler™ | Kb
Marcadores estandar de ranga bajo para
SDS-PAGE preteriidos

Marcadores estindar multicoloreados
MultiMark™

Marcadores para RNA Low y High
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2.15 Otros materiales

Amersham Pharmacia Biotech; Piscataway, NJJUSA Columnas MicroSpin™ §-300 FIR

Applied Blosystems; Weiterstadt*

Becton Dickinson; Franklin Lakes, USA

Boehringer; Mannheim®*

Eastman Kadak; Rochester, UISA
Eurogentec; Seraing, Belgium

GIBCQ BRL Life Technologies; Karlstuhe*

Invitrogen; Groningen, Holland

Millipore; Bedford, USA
Promega Corporation; Madisan, WI, USA

QIAGEN,; Llilden*

Schleicher und Schuell; Dassel*

22

Sistema de deteccion: ECL+Plus™
Western  blotting  detection reagents,
pelicula: Hyperfilm™ECL

Membrana de PVDF: ProBlot™, Kit para
secuenciaciéon: Big Dye Ready Reaction
Terminator Cycle Sequencing Kit
Botellas de poliestireno para cultive (50
y 250 ml)

DNA Tailing Kit, ampicilina

Pelicula X-OMAT™AR

Cuvctas para electroporacion

Membrana de nylon Biodyne

Kit para clonacion: TOPO™ TA
Cloning® Kit, células competentes: Top
10 One Shot™ Kit, Kit para extraccion
de DNA: Easy DNA™ Kit

Filtros esterilizados Sterivac™

Kit para marcaje de DNA: Promega
Random Priming Kit

Kit para minipreparaciones de DNA:
Miniprep Kit, Kit para extraccion de
DNA a partic de geles: Quaquik Gel
Extraction Kit, Kit para preparacion de
DNA plasmidico: Qiagen Plasmid Mega
Kit

Membrana de Nitrocellulosa: Protran BA

85, Papel Whatman.
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2.2 Material bioldgice

2.2.1 Amibas

Para ¢l presente trabajo se utilizaron las cepas HM-1:IMSS de Entamoeba histolytica

(Miamond, 1968) y la cepa [P-1 de Entamoeba invadens. Todas las cepas fucron mantenidas

<n condiciones axénicas en medio TY[-S-33 (Rengpien y Bailey, 1975).

2.2.2 Bacterias

A menos que sea indicado, las cepas de Escherichia coli se abtuvieron del cepario del

Departamento de Parasitologia Molecular del Instituto Bemhard Nocht (Hamburg, Alemania).

Top 10y Top O}
One Shot™

DL o

XLI1-Blue MRF"

F-mer (mrr-hsd RMS-mcr BC) 80 lacZM 15, lac X74, deoR,
rec Al, ara D139 (araleuwy 7697, gal K, gal U, rps L(StR),
end Al nup G (Invitrogen).

Se usaron para la transforinacion con el vector PCR® 2.1 Topo modificado
con las secuencias de £ Aistolyticu deseadas.

®80dlac ZAMIS, recAl, endAl, gyrA90.thi-1 AsdR L7 (ry., mis),
supF44, relAl, deaR, A(lacZY A-argF)U169, (Hanahan,1983).

Se usd para la transfarmacidn con los plasmidos pBS o PCR 2.1

A(merA)183  A(merCB-hsdSMR-mrr)173  endAlsupE4d  ihi-l

recAl gyrA96 relA)l lac [F proAB laci®Z8M15 Tnl0(tet)).
(Stratagene).

Se usd como cepa hospedadora del bacteriofago lambda ZAP {en el cual ests
canstruida la biblioteca de DNA gendomico de & héscolytica). Esta cepa se
utilizo también paca la titulacidn, propagacidn y tamizaje de la biblioteca.

23
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BLZ21 (DE3)

BL2| (DE3J) pLysS
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AlmcrA) 183 A(merCB-hsdSMR-mrt)1 73 endAl thi-1 recAl
grA% relAl lac (FproAB lacl"ZAMIS TalO(tet)] Su

(nonsuppressing) A* (lambda resistant).

Se usé coma cepa haspedadora del vector plasmidico pBK

F'dem ompT hsdS(B "B gal, L (DE3), (Stratagene).

Esta cepa se usd en los ensayos de expresidn de las EhChS clonadas en el
vector de expresion pHisT7.

Fdem ompT &sdS('B° "B)gal, A (DE3) [pLysS Cam'],
(Stratagene).

Tanto BL21{DE3) como BLZI(DE3)pLysS son cepas que por medio de una
facil induccion (promotores inducibles por [PTG), permiten altos niveles de
expresion de proteinas clonadas en vectores que estin bajo la accidn del
promotor T7. Estas cepas de E. cali carecen tanto de la proteasa idnica como
de la proteasa de membrana externa (ompT) las cuales pueden degradar
proteinas durante la purificacion.

La cepa BL2|(DE3)pLysS presenta un mayor conwol de la expresion de
proteinas (Oxicas.

2.2:3 Vectores de clenacion

Al igual que las bacterias, los plasmidos se obtuvicron a partir de stocks prescrvados en el

Departamento de¢ Parasitologia Molecular del Instituta Bernhard Nocht, a menos que otra cosa

sea indicada.

2239

PCR® 2.1 (TOPO™TA Cloning Kit, [nvitrogen)

Estos vectores se usaran para clonar los fragmentos obtenidos par PCR a partir de DNA

gendmico de amibas, tanta para su preservacion como para la determinacion de la secuencia

de dichos fragmentos.
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2532 pBK-CMV

pBK-CMV es el vectar plasmidico resultado de la escision in vive del fragmento de DNA
contenido en el bacteriafago A -ZAP®Express. El vectar pBK-CMV contiene el gen de
resistencia a neomicina para {a seleccidon bacteriana y para resistencia al antibiotico G418 en
sistemas de c<julas eucariotas.
El sitio de clonacion multiple de pBK esta colocado en pusicion “rio abaju™ del promotor
LacZ en ¢l extremo amino terminal de la porcion de a-complementacion del gen de la B-
galactosidasa, permitiendo el tamizaje por color (azul/blanco) de clonas con inserto. Dicha
polylinker tiene 17 sitios de clonacidn unicos flanqueados por los promotores T3 y T7, tiene

ademas 3 sitios para primers estandar que facilitan la secuenciacion del DNA.

2.2.4 Vectores de expresion

2.2.4.1 pJCd5

El vector pasmidico pJC45 fuc disefiado por Joachim Clos (Derivado de pJC40; Clos y
Brandau; 1994): plasmido que consta de 2400 pb, ¢s regulado por la actividad del promotor T7
y el vperadar lac; contiene los sitios de restriceion Xba I, Neo 1, Nde [, Hind [, Eco Rl, Xho |,
Bam HI, Smaly Apal.

2242 pHisT?7

Para la construccion del vector pHisT7, €l vector de expresion prucariota pAR33040
previamente descrito por Rosenberg y col. en 1987, fue modificado de manera tal que un
fragmento de DNA que codifica para 8 residuos de histidina fue introducido adyacente al sitia
de inicio de la traduccion; favorecicndo asi la posterior purificacion de las proteinas
recombinantes expresadas en dicho vector por medio de cromatografia de afinidad para
quelacion con niquel (ct. ref, Lotter ef al., 1992). Otra caructeristica del vector es lu presencia

de sitivs de insercion/restaceion Bgl (L, £co Rl y Bam HI.
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2.2.5 Bibliotecas de DNA gendémico construida en el bacteriofaga A

El genoma de bacteridfago A es una doble hélice de DNA de aproximadamente 50 Kb. Tiene
extremas cohesivos de 12 nucledtidos de cadena sencilla complementaria.

Después de que entra a la bacteria huésped, los cxtremos cohesivos se asocian por

apareamiento para formar una molécula circulat con 2 muescas (nick’s) inestables, separados

por 12 nucledtidos.

Estas muescas son selladas capidamente por la DNA ligasa del huésped para dar una molécula

de DNA circular cemrada que sirve como templado para la transcrpeion durante la (ase

temprana de la infeccion.

Durante esta fase, se seguira una de las siguientes opcioncs:

s Varios ciclos de replicacidn del DNA circular, durante el crecimiento litico. Durante este
proceso se sintetiza un gran nomero de genes del fago y las particulas figicas que
constituyen la progenie son ensambladas. La célula huésped se lisa, liberando a las nuevas
particulas virales, las cuales son infecciosas.

s  Duante el crecimiento lisogénico, el genoma del fago infectante se integra al DNA de la
bacteria huésped por recombinacién sitio-especifica y es replicado subsecuentemente y

transmitido a la progenie bacteriana como cualquier gen cromosomico.

2.2.5.1 Biblioteca de DNA de Entamoeba histolytica construida
en ¢l bacteriéfago lambda ZAP®Express (Stratagene)

El vector A ZAP®Express permuite tanto la expresion de sistemas eucariotas como de
sistemas procariotas, tiene una alla capacidad de clonacion, y ademas presenta 12 sitigs Gnicos
de clonacidn en los cuales se pueden insertar fragmentos de DNA de un tamario de 0 a 12 Kb.
Los sitios de clonacion son Apa I, BamH {, EcoR |, Hind Ill, Kpn 1, Nat [, Sac [, Sal [, Sma 1,
Spe |, Xba 1y Xho . Los fragmentos clonados en A ZAP®Express pueden ser cortados para

gencrar clonas cn el vector plasmidica pBK-CMV resistente a kanamicina.
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Para la construccion de la biblioteca, ¢l DNA de E. histoiytica cepa HM-1:IMSS se sometid a
una digestion parcial previa con la enzima de restriccion Sau 3A, y los fragmentos obtenidos

se clonaron en el vector A ZAPwExpress.

2.2.5.2 Biblioteca de DNA de Entamoeba invadens
construida en el bacteriéfago L. EMBL 4

Para esta parte del trabajo se wutiliz6 una biblioteca donada por el Dr. Daniel Eichinger de la
Universidad de Nueva York, NY; USA, que fue construida en el bacteriofago A EMBL 4 a
partir del DNA de E. invadens digerido parcialmente con Sau 3A antes de su clonacidn en el
vector. Los fragmentos producto de la digestion se insertaron en el sitio Bam HI del

bacteriofago.

Caracteristicas del vector:

Los vectores EMBL son vectores de re-emplazamicnto usados para clonar fragmentos grandes
(hasta 20 Kb) de DNA gendmico. Estos vectores son particularmente usados para la clonacion
de fragmentos de digestiones parciales con Sax 3JAl, como los sitios Bam HI en los vectores
estan flanqueados por sitios £co RE y Sal { los fragmentoy clonados pueden por lo tanto ser
escindidos de las recombinantes par digestion con Sal [ 0 Eco RI. Las recombinantes son Spi °

y par lo tanto pucden ser seleccionados en un hospedero P2-lisogénico.

La secuencia en el sitio de policlonacion es:

GGAICTOGUTCGAC GGATCC GGG GAATTC CCAGATCC
Sal 1 Bam HI Eca Rl

En EMBL 3 y EMBL 3A, los sitios de policlonacién y stuffer son como sigue:
Sal [, Bam HI, Eco Rl-stuffer-£co R, Bam HI, Sal 1; micntras que en EMBL 4 los sitios de
policlonacion son reversos: Lco RI, Bam HI, Saf I-stuffer- Sal I, Bam HI, Eco RI. Asi, los

Iragmentos clonados en EMBL 4 selo pueden ser escindidos por digestion con £co RL.
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23 Composicion y preparacién de los medios de cultivo
2.3.1 Medio TYI-S-33

Parz la preparacion del medio TYI-S33 (Rengpien y Bailey, 1975) los siguientes
companentes: tripticasa, 20 g; exrracto de levadura, 10 g; glucosa, 10 g; NaCl, 2 g; K;HPO,, 1
g; KH,PQ,, 0.6 g; L-cisteina,1 g; dcido ascorbico, 0.2 g; y citrato férrico dec amonio, 22.8 mg;
se disolvieron con agua bidestilada. El pl{ se ajustd a 6.8 con NaOH 5 M y se afard a 800 ml
con agua desionuizada. El medio se trasvasd a frascos de borosilicato de | L de capacidad v se
esterilizdé por presion con calor himedo a 15 [.,b/];lulg2 durante 15 min. El medio se almacend a
4 °C hasta ¢l momento de su uso.

Inmediatamente antes de usarse pata el cultivo de amibas, a cada frasco con 800 ml de medio
se agregd 130 ml de suero de bovino (Sigma) descomplementado 2 veces por calentamiento a
56 °C en barno de agua, 30 ml de la mezcla de vitaminas/Tween 80 de Diamond, 0.2 g de
estreptamicina y 2 x 10° U de ampicilina, se esterilizo por filtracion (0.22 um) y se guardé a

4 °C; el medio se usd para cultivo con no mds de 8 dias de haber sido completado.

2.3.2 Mediv LG (TYI-S33 sin Glucosa)

El medio LG (Low Glucove, Vazquezdelara-Cisneros y Arroyo-Begovich, 1984) se prepard
de la misma manera que el TYI[-8-33, solo que al LG no se le afiadi$ glucosa. Se aforé al
volumen deseado v se esterilizd por filtracidn. Para este dltimo paso se usaron filtros con
poros de 0.22 pm de diametro (Millipore, Bedford MA. USA). Ll medio LG se almacend a 4

“(C hasta su uso.
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2.3.3 Medio LBy LB-Agar

Se prepaté disolviendo 30 g de medio LB o 32 g de medio LB-agar (GibcoBRL; Paisley,
Escocia) en agua bidestilada, se aford a 1 L y se esterilizo por calor himedo en autoclave (15
Ibipulg® de presion durante 15 mig). El medio se guardd a 4°C hasta su uso.

Cuando fue necesario, antes de su uso el medio se adiciono con 100 pg/m! de ampicilina.

24  Compasiciin y preparacion de las soluciones

A menos que otra cosa este indicada, cn la preparacion de todas las soluciones se utilizé
agua bidestilada, se esterilizaron por calor himeda (15 Lb/ pulg® de presion durante 15 min) y
s¢ usaron en los experimentos a una concentracion final de 1X por dilucion de la solucion

madre con agua bidestilada.

2.4.1 Soluciones estandar

Para la preparacion de las soluciones se siguieron las indicaciones descritas por Sambrook e¢
at., 1989.

IPTG
Sc disolvieron 2 g de PTG en & ml de agua. Se ajustd el volumen de la solucién a 10 mi con
agua y se esterilizd por filtracion con membranas descchables de 0.22 mm. Se almacend en

alicuotas de 1 ml a -20°C.

X-gal
Se disolvieron 20 mg de X-gal/ml de dimetilfermamida, en tubos de vidrio o polipropilenc y

s¢ cubrid con papel aluminiu para protegerla de los dufos ¢casionados por ld luz. Se almacend
a-20°C.
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Ampicilina
Se disolvieron 50 mg de ampicilina en | ml dc agua, sc esterilizd por filtracion (0.22 pum) y

se almacend a -20°C.

Tetraciclina

Se disolvieron 5 mg en | ml de etanol, s¢ esterilizé por filtracion y se almacend a -20°C.

Calcofliior White M2R 0.01%
Se disolvio 1 mg de calcolluor white M2ZR en 10 ml de PBS. La solucidn se esterilizd por

filtracion y se almacend a 4 °C hasta su uso.

Solucion de Denhardt
2% de Ficoll; 2% de Polivinilpirrolidona; 2% de BSA; en agua bidestilada.

Solucidn de pre-hibridacion € hibridaciin (Southern Blot)
Sec mezclaron 50 ml de Formamida; 25 ml de SSPE 20X; 10 ml de solucidn de Denhardt’s
50X; 1 ml de SDS al 20%; 14 ml de F;0 bidestilada; | m| de Esperma de salmdn (10 mg/ml).

Se usd sin esterilizar.
Solucién de lavado para Southern Blot (2X SSC/0.1% SDS)

Se mezclaron 100 ml de la solucion stock SSC 20X con 5 ml de la solucion de SDS al 20% y

s¢ aford a 1000 ml con H;0 bidestilada.

2.4.2 Soluciones amortiguadoras

SM (1X) PBS (10X)

NaC! 53¢ NaCl 750 mM
MgSO47HAO 20¢g Na,HPO, 570 mM
Teis-LICI (pH 7.5) 50 ml KH,PO, 130 mM
Gelatina 2% Sml
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TBS (10X) TE (10X)
Tris-HC! (pH 7.2) 100 mM Tris-HCL (pH $.0) 100 mM
NaCi {5 M EDTA (pH 8.0) 5 M
TBE (10X) TAE (10X)
Tris 039 M Tris-Acetato 400 mM
Acido bérico 0.89 M EDTA (pH 8.0) 10 mM
EDTA (pH 8.0) 25 mM

MQPS (10X)
SSC (20X) MOPS 200 mM
NaCl IM Acetato de sgdie 50 mM
Citrato de sodio 03M EDTA 20 mM
pH 7.0 pH 7.0 con NaOH.
HEPES (10X) HEPES (1X)
HEPES 10 mM HEPES (Sol. madre) 100 ml
NaCl 145 mM H,O bidestilada 896 ml
KCI 5 mM CaCl; (M) 4ml
Na:HPQ, 1 mM Esterilizar por filtraciéon.
Clucosa 10 mM

PH 7.0 cun NaOH, Esterilizar por filtracion.

CAPS (10X) CAPS-Blotting Buffer

CAPS 2213 ¢g CAPS (10X} 100 ml
H,O 800 ml Metamol 100 ml
pH = 11 con NaQH; H,0 Destilada 800 mi

Aforara | L con H,0
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Buffer de Muestra para RNA

MOPS (1X) 72 ul
Formaldehido (37% v/v) 128 pd
Formarnida 360 ul

Buffer de corrida 6X (para DNA)

Azul de bromofenol 0.25 %
Xylencyanol 0.25%
Glicerol 40 %

Buffer de muestra para PAGE

Tris 1528
Gliceral 20 mi
SDS 2%
Disalver cn 40 m| H,0,

pH =6.8 con HCI;

Azu] de Bromofenol 2 ml

Aforar a 100 ml con H;O.

Buffer de Separaciin para PAGE

(4X Tris/SDS pH 8.8)

Tris base LS M
SDs 04%
Disolver en 300 ml H,O dest,

pll =8.8 con HCI;

Aforar a 500 ml con H,O

Esterilizar por filtracidn.

Solucion volorante de¢ Coymassie
Mectanol 0%
Azul brillante de Coomassie .05 %
Acido acético 10 %
H:O destilada 40 %
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Colorante para RNA (RNA-Dye)

Glicerina 50% (viv)
EDTA, pH 8.0 t mM

Azul de bromofenol 0.25% (w/v)
Xylencyangl 0.25 % (wiv)

Buffer de carrida (10X) p’ PAGE

Tris base 250 mM
Glicina l9M
SDS 1%

Buffer de muestra -SDS 2X

Tris-HCL {pH 6.8) 50 mM
Glicerina 2%
SDS 4%
B-mercaptoetanv! 2%
Serve Blue G 0.0! %

Buffer de Inmersion para PAGE

(4X Tris/SDS pH 8.8)

Tris base 500 mM
SDS§ 04%
Disolver en 300 ml HZO dest,

pH =6.8 con HCI,

Aforar a 500 ml con H,O

tisterilizar por filtracion.

Selucion decolorante de Coomassie

pMetanal 45 %
Acido acélico 10 %
H;O destilada 45 %
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Acrilamida/Bisacrilamida Buffer de corrida Mighty Small (10X)
Acrilamida 29.1% Tris 12I1M
hisacrilamida 0.9% Glicina SM
(30% T, 3% C) SDS I %
Buffer de selubilizacion -Proteinas PBS-Tween 0 TBS-Tween
TrisHCI S0 mM PBS 0o TBS adicionadu cun
CaCl, (pH 7.4) 10 mM Tween™20 0.1%
Octyl glycasil 2 %
(n-Cetyl-8-D-glucopyranasid)
Tincion con plata
Solucion 1 Soluciaon 3
Etanol 30% AgNQ, 4.1 %
Acido acético 10% Formaldehido 002 %
Solucidn 4
Solucion 2 Na,CO, 2.5%
Etanol 20% Formaldehido (pH 11.3— 11.8) 0.01%
Aceiato de sodio 0.5 M
Glutaraldehido 0.5 % Solucion 5
Na; $,05 02% EDTA 0.05 %

Cyto-Mix (Buffer de electroporaciom)

KCI 120 mM
CaCl, 0.15 mM
K,HPO/KH,PO, (pH 7.6) 10 mM
HEPES 25 mM
EGTA 2 mM
MgaClt, 5mM

PH=7.6 con KOH
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Cyto-Mix Completo

Iunediatamente antes de su usa:

Cyto-Mix Eml
ATP 20 mg (4 mM)
Glutatiom 24 mg (10 mM)
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3 METODOS

3.1 Cultivo de amibas

Para el mantenimiento de los cultivos amibianos s¢ usé de manera rutinaria el medio TY1-S-
33 (Diamond er al., 1978). Los cultivos se realizaron en botellas para cultivo de tejidos
(Becton Dickinson, Franklin [akes, USA) de 70 ml de capacidad (0 de 250 ml de capacidad,

cuando sea indicado).

3.1.1 Cultive de Entamoeba histolytica, cepa HM-1:IMSS

Antes de cada resiembra, los cultivos axénicus de E. Aistolytica se observaron em un
microscopio invertido (Zeiss; Zeiss, Alemania) para cumprobar el buen estado morfologico y
la movilidad de ias amibas. De ios cultivos observados se escogid el que presentara la mejor
apariencia (monacapa confluente, movilidad, ausencia de particulas sedimentadas), de la
botella seleccionada se elimind por decantacion ¢l medio de cultivo (las amibas en buen estado
s¢ mantienen adheridas a la superficie de la botella), se agregaron aprox. 20 ml de medio y se
incubaron sobre hielo por 10 min al €rmino de los cuales ¢f cultivo se homogenizé¢ por
inversion suave de la botella (5 a 6 veces). De esta suspension de amibas se tomd aprux. 1 ml
para inocular cada una de 2 nucvas botellas llenas con medio TYI-S-33 completo. Los cultivos
se incubaron a 37 °C; a los 3 dias, cuando las amibas se encuentran en ¢l segundo tercio de su

fase logaritmica de crecimienio, se realizd la siguiente resiembra.

3.1.2 Cultivo de Entamocba invadens, cepa IP-1

El cultivo de esta especie s¢ tealizd de la misma mancra que el de £ Aistolytica, en medio

TYI-S-33. Las resiembras se realizaron cada 5 dias (segundo tercio de su fase logaritmica de
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crecimiento} ¢ hasta que ¢! cultivo alcanzara la confluencia. El procedimiento para el
mantenimiento de la cepa fue el mismo que para E. histolytica solo que los cultivos se

incubaron a 23 °C.

3.2 Euquistamiento

3.2.1 Enquistamiento de E. kisfolytica

El proceso de enquistamiento de £, Aistofytica se hizo de acuerdo al método descnito por
Campos-Gongora y col. (2000) con ligeras modificaciones; brevemente: los cultivos de
E histolytica (cepa [IM-1:IMSS) fueron crecidos hasta su fase de crecimiento logaritmico en
medio TYI-S-33; una vez alcanzada fa confluencia de los cultivos, se eliminé el medio por
decantacion y se agregd medio fresco suplementado con MgCly, MnCl; y CoCl; 2 una
concentracion {inal en el medio de 4, 10 y 1U mM, respectivamente. Los cultivus se incubaron
a 37 °C durante 24 ¢ 43 h al témmino de las cuales las células ve cosecharon por centrifugacion
y se lavaron con PBS. Previo al tratamiento para la extraccion de RNA o de proteinas, en las
células abtenidas se determind la presencia de quitina por tratamiento ¢on calcoflior white
M2ZR (0.01% en PBS) y observacion al microscopio bajo luz UV.

Para los ensayos de Northem blot y de transcripeion reversa, la extraccion del RNA de los
cultivos en proceso de enquistamiento se realizd a las 0, 3, 6, 12, 24 y 48 horas despues de

iniciado el proceso.

3.2.2 Enquistamiento de E. invadens

El enquistamiento de la cepa IP-1 & invadens se hizu en medio LG (Low-Glucose)

siguiendo el método descrita por Vazquezdelara-Cisneros y col. (1984).
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3.3  Obtencién de DNA genémico de amibas

La extraccion de DNA gendmico se hizo con el Kit “Easy DNA” (Invitrogen), siguiendo las

instrucciones del fabricante, brevemente:

Obtencion de trofozoitos.

A partir del cultivo de amibas en una botella de 250 ml, crecida hasta monocapa confluente se
obtuvo el matcrial biologico. S¢ eliminaron por decantacion aprox. 200 ml del medio, el
cultivo amibiano en el medio restante se enfrid por 10 min a 4 °C, se homogeneizd por
inversién y se transfirid a tubos Falcon de 50 ml, la botella se enjuagd con aprox. 50 ml de
PBS 1X, las células se obtuvieran por centrifugacién a 400 x g por 5 min a 4 °C. El medio se
elimindé por decantacion y la pastilla celular se resuspendid en 200 ul de PBS 1X; de esta

resuspension celular se hicieron alicuotas de 200 pl en tubos de 1.5 ml.

Extraccion del DNA gendmico.

A cada tubo con 200 pl de amibas se adicionaron 350 pl de solucton A (solucidn de lisis) se
mezcld por agitacion vigorosa (con vortex) y sc incubd por 10 min a 65 °C. Se agregaron
150 ul de sol. B (sol. de neutralizacion) e inmediatamente después se agitd vigorosamente con
vortex. Se agregaron 500 ul de cloroformeo, se mezclé con ayuda de un vortex hasta
homogeneidad de ki mezcla se centrifugd per 15 min a 14,000 rpm en una microcentrifuga
Eppendorf (Eppendorf-Netheler Hinz GmbH; Hamburg, Alemania). Después de la
centrifugacion la fase superior acuosa se transfind a un tubo nueve y se procedid a la

precipitacion del DNA.

Precipitucion del DNA.

A cada tubo se le agrego 1 ml de etanul absolulo previamente enfniado a —20 °C y se incubd a
4 °C por 30 min. Se centcifugh por 15 min a 14,000 rpm y el sobrenadante se eliminé par
succidn. Se agregaron 500 pl de una solucidn de etanol al 70% (a -20 °C), se¢ mezcld
invirtiendo los tubos 3 a 5 veces y se centrifugd por 5 min a 14,000 rpm. El etanol se elimind
por succidn, se centrifugd 2 min mas para precipitar €l elunol residual el cual se elimind

posteriormentc por succion: la pastilla asi obtenida se dejé secar por 5 min a temperatura de
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laboratorio. La pastilla se resuspendid en 50 pl de solucidn amartiguadora TE X, se
adicionaron 4 pl de RNasa (2 mg/ml) y se incubd 4 37 °C por 60 min. Las muestras se

almacenaron a 4 °C pard su uso inmediato v a 20 °C para almacenarlas pur ticmpos largos.

Cuanrificacion del DNA.

La calidad del DNA se analizé en un gel dc agarosa al 0.7% en TBE y la concentracion se
determind con ayuda de un espectrofotometro; para ello, 2 pul de DNA se diluyeron con 198 ul
de agua bidestilada (dilucidn 1:100), se mezclé por agitacion breve con vortex y se determind
la densidad optica (DO) a 260 y 280 nm. Para obtener el valor de la concentracion, el valor de
la DO2s0 se multiplicd por un factor de 5 con lo que se vbtiene directamente la concentracion

de la muestra en pg/ul.

3.4  Anailisis de secuencias de ChS reportadas en bancos de datus.

Identificaciéon de secuencias consenso

Cuando no se tiene informacion sobee la proteina en estudic de una especie dada, pero se
conoce la de la proteina homéloga en otras especies, se pueden utilizar en ¢l tamizaje sondas
heterologas de la especie conocida, o disefiar oligonucledtidos a partir de secuencias consenso
en lay proteinas homglugas wunocidas, suponiendo que la secuencia de nucledtidos o
aminodcidos estd conservada de la misma manera que lo estd la actividad de dicha proteina
De acuerdo con lo anterior, para llevar a caba la estrategia planteada, se hizo la bisqueda y el
alincamicnto de las sccuencias dc aminoacidos de quitina sintasas obtenidas a partir de los

bancos de datos.

Para obtener las secuencias, se usaron las paginas de [niernet del GenBank:

www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/nucleotide. html

www nchi.nlm.nih.gov/Entrez/protein.html
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A pantir de las secuencias aminoacidicas obtenidas se hizo el alineamiento cun ayuda de los

programas ClustalW (EMBL) y BLAST (NCBI) y se identificaron las regiones consensa de

las prateinas.

3.5 Diseiio de los iniciadores (oligonucledtidos)

Sobre las regioncs consenso, previamente identificadas, se disefiaron oligonucledtidos
degenerados para lo cual se tomaron en cuenta los resultados del trabajo de Tamruch y
Horstmann (1992), en el que se menciona la preferencia en el uso de codanes en ¢} género
Entamoeba. Asi, s¢ disefiaron 8 oligonucleGtidos degenerados (en ornentacion sense y

antisense).

3.6  Reacciones de PCR sobre ¢l DNA genomico de E hkistolytica

Utilizando todas las combinaciones posibles de los oligonucledtidos se hicieron ensayos de
amplificacion con el DNA genomico de £ histolyiica, mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR)

Para una reaccidn tipica de PCR, a un tubo de polipropilenc de 0.5 ml se agregaron cada uno

de los componentes y en las cantidades que se mencionan en la tabla 1.

Tabla 1. Composicion de la reaccion tipica de PCR sobre ONA
genomico de Entamogba

i NI i
g e i
DNA gendmico (10 ng/ul)
Buffer PCR 10 X/AINTP's (100 mM) 20
Primer Sense (10 pMoles/ul) 10
Frimer Antisense (10 pMoles/ul) 10
DNA Polimerasa (0.5 Ufpl) 10
Agua budestilada esteril 49
Total 100
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Después se agregaron a cada tubo 100 ul de aceite mineral para evitar la evaporacidn de las
muestras. Las reacciones de PCR se hicieron en un termociclador de la marca Perkin Elmer
(Perkin Elmer Cetus, DNA Thermal Cycler), bajo las siguientes condiciones de reaccién:

Desnaturalizacion previa: 94 °C, 2 min; 335 ciclos de PCR que constan de: desnaturalizacion a
94 °C, 1 min; apareamiento a 45 °C, | min; elongacién a 72 °C, 1 min; ademas de un tiempo
de elongacidn de cadena de 15 min a 72 °C, y por ltimo una temperatura constante de 4 °C,

hasta su andlisis.

Los productos de la reaccidn de PCR se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al
1% usando como buffer de corrida TBE [X. El gel contenia 0.1 pg/ml de bromuro de etidio
para visualizac los fragmentos de DNA bajo luz ultravivleta. La electroforesis sc realizd bajo
una corriente de 70 V. Las bandas de interés se identificaron con base en ¢l tamaiio (namero
de nucleatidos) por comparacién con narcadores de talla maolecular. Como marcadores de
talla molecular se usaron de manera rutinaria ¢l marcador VI (Boerhinger, 50 pg/pl) 0 DNA

del fago A digerido con la enzima {find 1l (Lambda/Hind 1L, SO pug/ul).

3.7  Clonacién de los productos de PCR en el vector PCR® 2.1 TOPO

Los praductos dc PCR obtenidos con las diferentes combinacianes de oligonuclestidos
dcgencrados que presentaron el tamafig esperado (calculado tomando como referencia el
namero de nucleotidos de la secuencia de CHS de D. melanogaster) sc clonaron en el vector
PCR® 2.1 TOPO (TOPO™ TA Cloning® Kit) siguiendo las instrucciones del fabricante, con la
posterior transtormacion de las células Top 10 F* obtenidas comercialmente (Top 10 One

Shot™ Kit; [nvitrogen), o en la cepa DHS5a de E. cali.

Para la clonacion se siguieron 2 estrategias dependiendo de si en la reaccion de PCR se obtuvo
upn producto unice o varios productos ampiificados. Cuandg en la reaccion de PCK se obtuvo
solo un producto (amplicdn), paca la reaccion de clonacion se usd | pl del producto de PCR
para clonar directamente ¢n el vector PCR® 2.1. En la segunda estralegia, cuando en el

producto de PCR se obtuvieron mis de 1 amplicén, los fragmentos de PCR que presentan el
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tamafio esperado (calculado c¢on base en la secuencia de la ChS de D. melanogaster) se
eluyeran a partir de un gel preparativo de agarosa al 1% en buffer TAE 1X. La electroforesis e
identificacion de bandas se hizo ¢n las condiciones descritas anteriormente. Para la clusién se
uso el kit “Qiaquik Gel Extraction Kit” (Qiager), siguienda las instrucciones del fabricante. El
DNA correspondiente a los fragmentos de interés se guardd a =20 °C hasta su uso.

Para la reaccion de clonacion de estos fragmentos en el vector PCR" 2.1 (Invitrogen) se
siguieron las instrucciones del fabricante; asi, una reaccion tipica de ligacidn countiene los

componentes y en las cantidades que se mencionan en la tabla 2.

Tabla 2. Composicidn de la reaccign de Ligacidn
on 8l vector PCR® 2.1 (Invitrogen)

6 DNA-Banda cluida
Buffer de Ligacion 10 X 1
Vector PCR™ 2.1 (25 ng/ul) 1
Agua hidestilada estéril chp 9
T4 DNA Ligasa (1 U/pl) I
Total L0

La reaccion se incubd a 14 °C durunte toda la noche y se almacend a —20 °C hasta su uso para

la transformacion de las c€lulas correspondientes,

3.8 Preparacion y transformacion de células calcio-competentes,

cepas DHSa y XLORL de¢ Escherichia coli

Preparacion: Se inoculd una colonia de £ coli (DH5a 6 XLORL) en 5.0 ml de medio LB. Se
incubo durante toda la noche a 37 “C con agitacion (200 rpm). En matraz d¢ 500 ml se

mezclaron 50 mi de media LB, 500 pl de una solucion de maltosa al 20% y 500 ul de una
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solucion 1 M de MgSQ4. Este medio se inoculd con 500 pl del cultivo preparado la noche
anterior y se incubd a 37 °C con agitacion, hasta que el cultivo alcanzd una QDego = 0.5-0.6.
El cultivo sc centrifugd a 2,000 x g par 5 min a 4 °C y el sedimento se resuspendié en 20 ml
de una solucion 50 mM de CaCl; frio, se incubd a 4 °C (en hielo) por 30 min. Se centrifugd
nuevamente y el sedimento se resuspendid en 5 ml de la solucion 50 mM de CaCly. De esta
suspension celulac se hicieron alicuotas de 100 pl que se guardaron a =70 °C hasta su uso, v 3¢

mantuvieron a 4 °C para su uso inmediate con no més de 4 dias de preparadas.

Transformacion: Para llevar a cabo la transformacién de células calcio-competentes se
descangeld en hielo un tubo con 100 pl de células calcio-competentes (que habian estado
mantenidas a =70 °C) para cada reaccion de transformacion. A cada tubo se le agregaron 5 pl
del producto de ligacion, se mezcld bien (sin pipetear) y se incubd por 30 min en hielo,
después las células se incubaron por 90 seg a 42 °C y posteriormente 3 min en hielo. Luego, a
cada tubo se agregaron 900 ul de medio LB y la suspensién celular se trasvasd a un tubo
Falcon de 12 mil, se incubd a 37 °C con agitacién (200 rpm) durante 45 min. Después, 300 y
700 ul del cultivo se distribuyeron con asa bacteriologica sobre placas de LB-agar-ampicilina
(100 pg/ml) previamente adicionadas con 40 pl de una solucion | M de IPTG y 40 pl de una
solucion al 2% de X-gal. Las placas se incubaron destapadus durante | a 2 h a 37 °C paru
permitir que el liquido se secara y posteriormente se incubaron durante toda la noche en

posicion invertida.

39 Seleccion y anilisis de las clonas positivas

Despueés de la incubacién a 37 °C las placas de LB-agar can las bacterias transformadas se
incubaron durante 2-3 h a 4 °C para incremecntar €l contraste de color cntre las colonias
blancas y azules. Las colonias blancas se aislaron para cultivarlas y analizarlas. Lstas se
picaron con asa de plastico o con un palillo estéril y se colocaron en un tubo Falcan de 12 ml
para cultivo que contenia 3 ml de medio LB adicionado con ampicilina (100 pg/ml). Los

cultivos se incubaron con agitacion (200 rpm) durante {uda la noche a 37 °C. -
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La abtencidn del DNA plasmidico se hizo por medio de minipreparacion, usando el kit

Miniprep de Qiagen y siguiendo las instrucciones del fabricante.

Ll DNA obtenido en las preparaciones (minipreps) se digind con la enzima de restriccion £co
R1 para liberar el fragmento clonado en el vector. Los compunentes y cantidades necesarios
para unma reaccion (ipica de digestion a partir del DNA plasmidico obtenido de las

minipreparaciones se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Composician de una reaccidn tipica de digestion
con la enzima Eco R1 saobre ¢l DNA plasmidico

G DNA Miniplcp ek E fra : ;- fulloy DRSS
Buffer de digestion 10 X 2
Enzima Eco R1 (10 Uful) l
Agua bidestilada esténl (3
Total 24

Las reacciones de digestion se incubaron a 37 °C por 1 h; pasado este tiempo, 10 pl del
producto de la digestion se mezclaron con 2 pl del buffer de corrida 6X para su analisis por

electroforesis en gel de agarosa 4l 1% en TBE 1X.

El DNA dc las clonas positivas portadoras del fragmento clonada (determinado con base en el
tamafio del inserto) se secuencid y la secuencia determinada se compard con la secuencia de

quitina sintasas reportadas en los bancos de datos.

3.10 Reacciones de secuenciacion de las fragmentos clonadas
[.2 determinacidn de la secuencia de los productas de PCR y DNA gendémico se hizo de

manera automatica por el método modificado de di-desoxy terminacién de cadena (Sanger et

al., 1977) usando el kit de secuenciacion ciclica “Big Dye RR Terminator Cycle Sequencing
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Kit” (Appplied Biosystems), cuyo principio basico es la determinacion de la sefial emitida por
los oligonucledtidos marcados con fluorescencia. La separacion del DNA se hizo en un gel de
poliacrilamida en coadiciones desnaturalizantes y el analisis de datos se realizo con ayuda de
un secuenciadar de DNA ABI PRISM™ 377 DNA Sequencer (Perkin Elmer).

Para [as reacvivnes de secuenciacion se prepararon 2 tubos que contenian 4 pl de DNA
oblenido de las minipreparaciones de cada una de las clonas (aprox. 1 pg), 4 pl de la mezcla
de reaccién Big Dye Terminator (Terminator Ready Reaction Mix) y 11 ul de agua grado
HPLC, a uno de los tubos se agregd 1 ul (10 pmol/ul) del oliganucledtido M13 Forward (F) y
al otro Lyl del oligonucledtido M13 Reverse (R). Cuando fue necesario, los oligonucledtidos
MI13 F 6 R se sustituyeron por oligonucledtidos especificos diseiiados de acuerdo con la

secuencia previamente determinada.

Las reacciones de PCR para la secucnciacion ciclica se rcalizaron en un termociclador modela
PCR Sprint de la marca HYBAID (HYBAID, Frankfurt, Alemania), usando un programa que
consta dc 25 ciclos de 10 seg a 96 °C, 5 seg a 50 °C y 4 min a 60 °C por cada ciclo. Para el
lavado de las muestras después de la reaccion de PCR, a cada tubo se¢ agregaran 80 pl de H,O
grado HPLC. La muestra se pasd a un tubo de 1.5 ml. Se agregaron 10 pl de una solucion 3M
de acetato de sodio, pH 4.6 y 250 ul de etano! absoluto. Se mezcld con vortex y de inmediato
se centrifugd durante 15 min a 14,000 rpm. Se elimind cl sobrcnadante con vacio usando una
aguja hipodérmica, se lavé con 230 pl de una solucidn de etanol al 70% y se centrifugd por
5 min. Se elimind €} sobrenadante y se volvié a centrifugar para eliminac los restos de etanol.
Después, la pastilla confenida en el tubo se secé por 10 min a 37 °C en una placa de

calentamiento. La pastilla se guard$ a —20 °C hasta el analisis de su secuencia.

3.11 Anidlisis y comparacién de las secuencias de DNA obtenidas
El analisis de las secuencias de DNA y/o aminoicidos obtenidas se hizo por medio del

programa camputacional DNA-SYS, y la comparacion de las secuencias se hizo por medio del

programa BLAST. El cual estd disponible a través del National Center for Biotechnology
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Information (NCBI). Asi se determind la homologia y el porcentaje de similitud de las
secuencias de los fragmentos de £ histolytica versus la secuencia de las quitina sintasas de

atras especies.

3.12 Tamizaje de la biblioteca de DNA de E. histolytica

construida en ¢l bacteriéfago A ZADP

Una vez conocida la homologia de los fragmentos clonados, el siguiente paso fue usarlos
cumo sunda para hacer el tamizaje de una biblioteca de DNA de E. histoly(ica construida en el

bactcridfago A ZAP (ZAP Express® Predigested Vector Kit de Stratagenc).

3.12.1 Preparacion de la bacteria XL1-Blue MRF’

La cepa hospedadora del bacteridfago A ZAP fue la cepa XL1-Blue MRF" de £. coli crecida
en medio LB. La bacteria plaqueante se preparé como se describe a continuacion:
En un matraz dc 500 ml s¢ mezelaron 50 ml de medio LB, 500 ul de una solucion de maltosa
al 20% y SO0 pl de una solucion 1 M de MgS0Qy; se inoculd con una colonia bacteriana crecida
previamente durante toda la noche en placa de LB-agar adicionada con 12.5 pg/ml de
tetraciclina. El cultivo se incubd a 32 °C a 130 rpm, toda la noche. Al dia siguiente el cultiva
se ¢0loco por 10 min en hielo y después se trasvasé a 2 tubos Falcon de 50 ml (25 ml en cada
tubo) y se centrifugo por 5 min a 2,000 x g, a 4 °C, El sobrenadante se elimind por
decantacidn y los restos del medio se eliminaron por succién. [.a pastilla de cada tubo se
resuspendio en aprox. 25 ml de una solucién 10 mM dec MgSQ, (para tener una suspension de
bacterias con una DQggy = 1.0). La suspension bacteriana se guardd a 4 °C hasta su usg, por no

mnds de 7 dias.
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3.12.2 Titulacién de la bibliateca de DNA de E. histolytica coustruida en A ZAP

La titulacion de la biblioteca se hizo como recomiendan Sambrook y col., (1989). La cepa
hospedadora del bactcriofaga fue la cepa XL1-Blue MRF' de E. coli crecida en medio LB

suplementada con maltgsa y MgSQ,.

J.12.3 Preparacidn de lay placas pacu ¢l tamizaje de la biblioteca

Para ¢l tamizaje de la biblioteca se usaron cajas de petri de 150 mm de diametro conteniendo
LB-agar. En la pritnera ronda se usaron 10 placas de [.B-agar. Para cada placa 1x10* UFP
(Unidadcs Formadoras de Placa) del bacteriofago se¢ mezclaron con 600 pl de bacteria
plagueante (XL[-Blue MRF" en 10 mM de MgSOq) en un tubo Falcon de 12 ml, la mezcla de
fagos y bactenas se incubd por 15 min en un bafio de agua previamente calentado a 37 °C,
despugs 4 cada tubo se agregaron 6.5 ml de top-agar (LB adicionado con 0.7% de agarosa)
fundido y mantenido a una temperatura de 56 °C, se mezcld por inversion del tubo (34 veces)
y la mezcla se vacio sobre las placas de LB-agar, se distribuyd bien y se mantuvo a TA para
peemitir que el Top-agar solidificara; posterigrmente las placas se incubaron en posicién
invertida a 37 °C durante toda la noche. Como un control para monitorear la calidad de la
bacteria plaqueante, una caja de petri (90 inm de didmetro) se inoculd ¢on 300 pl de bacteria

plaqueante sin bacteriofagos, mezclada con 3 ml de top agar.

3.12.4 Preparacion de las réplicas de las placas en membranas de nitrocelulosa

(Transferencia del DNA)

Despues de la incubacion de las placas a 37 °C, eslas se incubaron a 4 °C por o menos
durante 2 h para tener una mejor solidificacion del Top-agar y evitar que éste se desprendiera
durante la transferencia del DNA a los filtros de nitrocelulosa.

La transfcrencia del DNA de las placas del bacteriéfago a las membranas de nitrocelulosa se

hizo por duplicado siguiendo el siguiente protocolo:
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Transferencia del DNA: filtros de nitrocclulosa de 45 pm de tamaiic de poro y 132 mm de
didmetro (Protran BA 85; Schleicher und Schuell, Dasel, Alemania) se colocaron sobre las
placas teniendo cuidado de que no hubiese burbujas entre el filtro y ¢l agar. Para la posterior
identificacidon y orientacion de los filtros se hicieron marcas con ayuda de una aguja
hipodérmica umpregnada con tinta, Para la primer éplica los filtros se mantuvieron durante
1 mia sobre las placas de agar-UFP, y para la segunda réplica, durante 2 min. Los filtros se
levantaron con ayuda de pinzas y se procedié a [a desnaturalizacion del DNA.
Desnaturalizacién: los filtros se colocaron durante 2 min en una caja petri que conten{a una
solucién 1.5 M de NaCl /0.5 M dec NaOH. Este pasa se repitié 2 veces.

Neutralizacion: después de la desnaturalizacion los filtros s¢ colocaron durante 2 min en una
caja petri que contenia una solucién 0.5 M de Tris, pH 8.0/ 1.5 M de NaCl,

Lavado: los liltros se enjuagaron durante 1 min en una solucién 2X de SSC y se colocaron
sobre hojas de papel Whatman (Whatman 3 MM).

Unidr cavalenie: la unidn covalente del DNA a las membranas se hiro par medio del
tratamiento con luz UV. Para ello, cada una de las réplicas se colocaron en el aparato UV
Stratalinker™ 1800, Stratagene (Stratagene; Amsterdam, Holanda) y se aplicd 1 ciclo con una
potencia de 1200 kJ.

Después de la transferencia del DNA de las placas de bacteriofagos a las membranas de
nitracelulosa, las cajas de LB-agar que contenian a los fagos (I.B-agar/fagos) se almacenaron a
4 °C.

3.12.5 Marcaje de la sanda de DNA con a **P dATP

Para el marcaje de los fragmentos de DNA usados como sonda, se usd el kit “Random
Piiming Kit" (Promega) bajo el siguiente protocolo:
En un tubo de 1.5 mi se colocaron 2 a 5 g! de DNA (25-50 ng), el volumen se lleva a 30 pl
con agua bidestilada esiéril y se calentd durante 5 min a 95 °C para desnaturalizar el DNA.
Pasados los 5 min, el tubo se colocd ¢n un recipiente con hielo (4 © C), y después de 10 min se

adicionaron 10 pl de solucion 5X amortiguadara de marcaje, 2 yl (20 pM) de una solucion
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mezcla de dNTP's (1:1:1) de cada uno de los nucledtidos, menos el radioniclido
corrcspondicnte (dATP), 2 pul dec una solucién de sera-albimina de bovino libre de RNasa
(10 mg/ml), 1 pl (5§ U) del fragmento Klenow de la DNA polimerasa I, y, en ¢l cuarto de
radioactividad se agregaron 3 pl de la solucién @ *°P dATP 50 uCi (Amersham Pharmacia,
Braunschweig, Al¢mania) (actividad especifica: 10 mCi/ml). La mezcla se incubd a 37 °C en
placa de calentamiento durante 1 h. Para separar la sonda marcada de los nucledtidos no
incorporados s¢ usé una ¢olumna de Sephadex S300 (Columna MicroSpinmS-300 HR).
Como primer paso la matriz de¢ la columna se centrifugd con ¢l tapdn flojo durante 3 min a
3000 rpm en una microcentrifuga para compactarla. Después se agregd la mezcla que contenia
la sunda marcada sobre la matriz de la columna v se colocd la columna dentro de un tubo de
1.5 ml nuevo y se centrifugd nuevamente a 3000 rpm/3 min, de esta manera los nucledtidos no
incarporados quedan atrapados en la matriz de la columna y la senda marcada se recupera con
cl sobrenadante. Una mancra rdpida para monitorear la actividad de la sonda y ver si ésta ha
incarporado la marca radiactiva es colocar el tubo que contiene la sonda a una distancia aprox.
de 50 ¢m frente al contador de radioactividad (Geiger); lo mismo se hace con la sonda. La
actividad incorporada en la sonda es aprox. la misma cantidad que la retenida en la columna
de Sephadex.

Después del marcaje y antes de la hibridacién la sonda marcada se desnaturalizé durante 5 min
a 95 °C ya sea en un vasa con agua en ebullicion o en placa de calentamicnta e

inmediatamente después se coloco en hielo.

3.12.6 Prehibridaciin de las membranas portadoras del DNA

Micntras s¢ hacia ¢l marcaje de la sonda, se hizo [a prchibridacién de las membranas que
contenian el DNA. Para ¢llo, las membranas s¢ colocaron enrolladas dentro de las botellas de
hibridacion. Se agregaron aprox. 50 ml de una solucidén que contenia 0.5 M de NaPOy /
NaH;POs pH 7.2 y 7% de SDS. Las botellas se colocaron en un harne para hibridacion
rotatorio (Duo-Therm Oven OVS, Biometra, Gdttingen, Alemania) precalentado a 50 °C y se

incubaron durante 1-1.5 h aprox., con rotacion continua.
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3.12.7 Hibridacion con la sonda radioactiva

Después de la pre-hibridacidon y una vez que la sonda estuva lista se procedid a la
hibridacion de ésta con el DNA contenido ¢n las membranas de nitrocelulosa. Para ello, la
sonda previamente desnaturalizada (5 min / 95 °C), se agregd con ayuda de una pipeta a la
botella en la misma solucién de pre-hibridacién (0.5 M de Na,PO4 / NaH,PO, pH 7.2 y 7% de
SDS), tenicndo cuidado de colocar la sonda hasta el fondo de la baotella y mezclarla con la
solucién de hibridacion. Después 1as botellas se colocaron nuevamente en el horna rotatorio ¥

se incubaron a 50 °C durante toda la noche.

3.12.8 Lavado y expaosicién de las membranas

La solucidn de hibridacion que contenia la sonda radioactiva se decantd en un tubo Falcon
de 50 ml y se guardé a —20 °C previamente etiquetado.
Para el lavado, a cada botella de hibridacion se agregaron aprox. 30 ml de solucion de lavado
que contenia SSC 2X / 0.1% de SDS. Se enjuagd por inversion durante 3 a 4 veces y la
solucion se eliminé por decantacion en un recipiente especial para desechos radioactivos.
Después, las botellas de hibridacién que contenian las membranas sc llenaron con la solucidn
de lavado y se¢ incubaron a 50 °C durante 5 min. La solucién se decantd en un recipicnte de
plastico y se midio la radioactividad con un contador Geiger (Si habia sefial de radioactividad
en la solucion, la membrana se lavaba otra vez durante 20 min a 50 °C). Se hicieron 3 lavados
de 20 min cada uno hasta que la canudad de radioactividad fue minima en la solucion de
lavado, monitoreando la cantidad de radioactividad entre cada lavado. Después, las
membranas sc sacaron de las botellas de hibridacion y se colocaron extendidas y himedas
dentro de bolsas de polietileno 1as cuales se sellaron posteriormente con calor para evitar que
las membranas se secaran y evitande que quedaran burbujas de aire dentro de las bolsas.
Las membranas cubiertas con polietileno se colocaron en los chasis para exposicion a pelicula
radiografica, fijandolas con cinta adhesiva. Los puntos de relerencia para orientacion de cada

una de las membranas se marcaron con marcador de tinta indelebie,
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Finalmente, a cada chasis se le colocd una pelicula de papel mdiografico KODAK X-OMAT y
se incubd a =70 °C durante 1 a 3 dias al término de los cuales se procedid al revelado de las

peliculas para la identificacién de [as clonas que presentaron una sefial radioactiva.

3.12.9 Identificacién y aislamiento de subpoblaciones de fagos (UFP)

Después del revelado de las placas, se identificaron las sefiales positivas comparando al
trasluz las placas radiograficas cou su duplicado comrespondiente para eliminar los falsos
posilives. La identficacion de fas clonas positivas se hizo alineando cada placa radiegrifica
con las cajas de plaqueo (LB-agar/fagos) mantenidas a 4 °C, teniendo cuidade de hacer
coincidir los puntos de¢ marca lo mds exacto posible; las schiales positivas se marcaron en cada
placa poniendo numerc a cada sedal en orden de intensidad ascendente (la sefial mis intensa =
1).

Para aislar las placas de fagos posilivus, con una punta azul esterilizada colucada en posicion
invertida se sac el bocudo de agar con la clona seleccionady y s¢ colucd, por expulsidn con
ayuda de un bulbo, en un tubo que contenia 1 ml de solucion SM, y 50 pl de cloroformo. Los
tubas estaban marcados con ¢l nimcro de clona, vector y gen que se busca. Los tubos que
contenian los bocados con las subpoblaciones de bacteriéfagos se mezclaron por vortex ligero
y se incubaron por 3 h.a TA (1 h con agitacidn ligera y 2 h sin agitacion) o durante toda la
noche 4 4 °C sin agitacion, para permitir la ¢lusion de los fagos del agar. Después del tiempo
de incubacion la mezcla se contrifugd brevemente (un pulso) ¥ se procedio a determinar el
titulo de cada una de las poblaciones aisladas para posteriormente realizar la segunda ronda

del tamizaje.

Para la segunda ronda del tamizaje se plaquearun 1 x 10° UFP de cada una de las
subpoblaciones aisladas; cuanda fue necesario (hasta tener UFP campletamente aisladas) se
hizo una tercera ronda plaqueando 1x10? UFP de cada subpoblacion.

La hubnidacion, identificacidn y aislamiento de las clonas positivas en la segunda y tercera

rondas s¢ hizo en lus mismas condiciones que las usadas en la primera ronda.
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3.12.10 Aislamiento de clonas positivas de bacteriofagos

Una vez que se tuvieton UFP completamente aisladas se procedid a picar las clonas aisladas
con un palillo esténl. Previamente se preparé una caja con medio LB-agar inoculada con
bacteria plaqueante/top-agar € incubada a 37 °C durante 1 h. Por la parte travcra de la caja se
marcaron areas para cada clona. Se levanto cada una de las clonas con un palillo estenl, y con
€ste mismo se picd 15 a 20 veces la placa de agar para descargar los bacteriofagos. La placa

infectada se incubé a 317 °C durante toda la noche en posicion invertida.

3.12.11 FEscisién in vivo del vector pBK-CMYV a partir de A ZAP

Con una punta azul invertida se levantd el bocado que contenia los fagos ¥ se colocd e€n un
tuba que contenia SM-cloroformo. Los tubos se incubaren a TA durante 6 h antes de proceder
a la escision in vive del vector,

Para l4 escisiOn in vive, en un tubo Falcon de 14 ml se colocarun 200 ul de bactenia plaqueante
(XL1-Blue MRE"), 150 ul de la solucién de SM que contenia los fagos y 1 pl del Ex Assist
Helper Phage (Stratagenc), se incubé durante 15 min 8 37 °C y se agregaron 3 ml de medio
LB. El cultivo se incubd durante toda la noche a 37 °C con agitacion (200 rpm). Al dia
siguiente €ste se incubd durante 20 min a 70 °C. Se centrifugd por 20 min a 3000 x g. El

sobrenadante se transfind a un tubo nuevo y se guardd a 4 °C hasta su uso.

3.12.12 Transformacion de la cepa XLOLR d¢ E. coli con los plasmidos pBK-CMV
peortadores de la secuencia EhCHS de £, histolytica

Para la transformacidn de la cepa XLOLR de £. coli con las pldsmidos pBK liberados del
bacteriofago A, 100 pl del sobrenadante producto de la escisidon in vivo, se mezclaron con
200 pl de bacterias XLOLR competentes, se incubd por 15 min a 37 °C en bafio de agua y

transcurrido este tiempo, se agregaron a la mezcla 300 pl de medio LB y se incubd una vez
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mas a 37 °C durante 20 min. Después, toda la mezcla se plaqued sobre cajas de LB-agar
adicionada con 50 pg/ml de kanamicina, las cajas se incubaron durante tada la noche a 37 °C.
Las colonias positivas resultantes se aislaron para su andlisis. A partir de cultivos en medio
LB-kanamicina, se¢ obtuvo el DNA plasmidico (por medio de mini-preparaciones, en las
condiciones previamente descritas) y se procedid a su secuenciacion usando para ello los
oligonucledtidos T7, T3 o MIL3 F.

3.12.13 Secuenciacion y anilisis de los fragmentos de DNA de E. histolytica
obtenidos de & ZAP

La secuencia campleta de los insertos en las clonas dec A ZAP scleccionadas se determing
por medio de la secuenciacidn con oligonucledtidos disefiados sobre los extremos de las
nuevas secuencias determinadas, o haciendo PCR anidados (nested-PCR) con la subsecuente
clonacion y secuenciacion de los productos obtenidos. El analisis de las secuencias se hizo en

la forma ya descrita.

3.13  Ensaygs fipo Sgouthern blot (Southern EM, 1973)

La extraccion del DNA de F. histolytica se hizo en las condiciones previamente descritas.

3.13.1 Digestion del DNA

Para lu preparacion de la mezcla de digestion con las enzimas de restriceion seleccionadas,
se tomaron 80 pg de DNA para cada reaccidn y se digirieron con 1 pl de enzima (actividad
especifica: 10 — 20 U/ul) en un volumen total de 40 pl (Tabla 4); la digestion se realizo a
37 “C durante toda la noche. Al dia siguiente, por la maiiana, a cada mezcla de reaccidn con el
DNA se agregd 1 pl mas de la enzima correspondiente y se dejé incubando hasta completar

24 h de la reaccion de digestion.
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Tabla 4. Reaccion de digestidn del DNA para ensayos tipo Southern blot

Buffer de reaccion LOX 4t
Enzima (10-20 U/pl) 1 ul
Agua bidestilada estéril cbp 40 ul

3.13.2 Electroforesis del DNA

Las muestras de DNA digerido se corrieron en un gel (11.5 x 14 cm) de agarosa al 0.7% en
buffer TAE 1X.
Una vez transcurtido el tiempo de digestidn del DNA, a cada muestra se agregaron 8 ul del
buffer de corrida 6X y el volumen total (48 ul) se colocaron en el gel de agarosa. En el primer
carril del gel se colocaron 6 ul del marcador de peso molecular Il {(Lambda/Hind Il
50 ug/pnl) vy en el dltimo carril €l marcador de peso molecular VI (Boehringer, 50 pg/ul).
Cuando fue posible se dejo un caril entre los marcadores de peso molecular (PM) y las

muestras.

La electroforesis sc realizd aplicando una caorriente de 30 V durante | h, y después una
corriente de 18 V durante toda la noche. Al dia siguiente, después de 20-24 h de electroforesis,
se rcalizd la tincion del gel en una solucion que contenia 500 pul de bromuro de ctidio
(1 pg/ml) diluido en 500 ml de buffer TAE 1X. La tincion se realizd a TA por 30 min con
agitacion ligera. El gel se enjuagod por 2-3 min en el mismo bufler de corrida (TAE 1X)
tallando suavemente la superficie del gel con la mano enguantada. Posteriormente el gel se
irradié durante 3-3 min con luz UV antes de fotografiarlo. Para fotografiarlo, a un lado del gel
s¢ colocd una regla con la numeracion marcada con pintura fosforescente, el punto cero de la

tegla se colocod en el punto de inicio de los carriles. Dicha fotografia sirvid como referencia
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posterior para determinar el tamafio de las bandas producto de la hibridacion con la sonda
radicactiva.

Después de fotografiar ¢l gel por duplicado (con el software para fotudecumentacion Gel-
Dac), se procedio a la desnaturalizacion del DNA colocando ¢l gel durante 15 min (2 veces)
en una solucion 0.4 M de NaOH / 1.5 M NaCl.

3.13.3 Transferencia del DNA

Una vez desnaturalizado el DNA se procedid a realizar la transferencia de éste a una

membrana de nitrocelulosa (Zeta-Probe Membrane, Bio-Rad); para ello, sobre una "cama" de
papel absurbente (aprox. 8 cm de alto) se colocaron 2 hojas de papel filtto Whatman del
mismo tamafio que el gel y sobre ellas, se colocd la membrana de nitrocelulosa previamente
empapada de 1a solucion de transferencia (8 mM NaOH / 1.5 M NaCl), sobre la membrana se
coloc) el gel que contenia el DNA que seria transferido y sobre este se colocaron otras 2 hojas
de papel Whatman también empapadas en (a solucidn de transferencia. Inmediatamente
encima de este sistema se colocd una esponja natural (como reservorio de buffer de
transferencia) de las mismas dimensiones que el gel y empapada con la sclucion de
transferencia. La transferencia se realizo aprox. durante 4 h a TA o se dejo durante toda la
noche.
Transcurrido el ticmpo de transferencia, se hizo la ncutralizacion del DNA colocando la
membtrana en una solucidn 0.2 M de buffer de fosfato de sodin, pH=7.4, durante 5-10 min con
agitacion ligera. Después, la union covalente del DNA a las membranas se hizo por medio del
tratamiento con luz UV aplicando | ciclo con una potencia de 1200 kJ en el aparato UV
Stratalinker™ 1800 (Stratagene).

La membrana se guardd himeda a 4 °C en una bolsa de polietileno sellada con calor hasta su

uso er los ensayos de hibridacion.
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3.13.4 Hibridacidn tipo Southern blot

FPrehibridacion.

Para cada membrana se colocaron 30 ml de la solucién de hibridacidn (ver: 2.4.15) en un tuba
Falcon de 50 ml, se calenté a 95-100 °C en baiio de agua en ebullicion durante 5 min, con €l
tapon ligeramente flojo e inmediatamente se puso en hiclo. La membrana que conticae ¢l
DINA se saco de la bolsa de plastico y se empapd en solucion de lavado (2X SSC/0.1% SDS),
se enrolld y se colocd dentro de la botella de hibridacion, después se agregd la solucidn de

hibtidacion fria y se incubd a 42 °C con rotacion por un periodo minimo de 30 min.

Hibridacion.

Para cada membrana, 10 ml dc solucién de hibridacian se hirvicron por § min en bafio de agua
¢n cbullicidn y se colocaron en hielo. Mientras tanto, la sonda previamente marcada (ver:
apartado 3.12.5) se desnaturalizo por 5 min a 95 °C y se enfrié colociandola de inmediato en
hielo. La sonda marcada y desnaturalizada se¢ agregd al tubo que contenia la solucion de
hibridacion y la mezcla se colaco en hielo (4 °C) hasta su uso (aprox. 5-20 min).

De la botella de hibridacién que contenia la membrana se elimind, por decantacion, la solucion
de prehibridacion y se agreg6 la solucidn de hibridacion fria que contenia la sonda marcada; se
incubd a 42 °C durante toda la nochc en horno rotatorio y al dia siguiente se procedid a los

lavados.

Lavados.

La solucion de hibridacidn que contiene la sonda radiactiva se decanto a un tube Falcon de 50
ml y se guard¢ a —20 °C debidamente etiquetada.

A la botella de hibridacién que contiene [a membrana se agregaron aprox. |5 mi de la solucion
de lavado previamente calentada a 50 °C y se mezcld por inversion (10-12 veces), esta
solucidn se elimind en un recipiente para radiactividad. Este paso se repitid 2 veces mds.
Después las botellas de hibridacién sc llenaron con solucion de lavado y se incubd a 50 °C con

ratacidn, durante 30 min; la solucidn se elimind (este paso se repitié una vez mas). Entre cada
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lavado se hizo el monitoreo de la cantidad de radiactividad (con ayuda decl Geiger) tanto cn la

solucidn de lavado como en la membrana.

Expaosician,

Despues de los dos lavados, la membrana se sacd de la botella de hibridacion y se colocd en
una bolsa de polietileno, se sello con calor y se muidio la cantidad de radiactividad que habia en
la membrana. La membrana cubierta con la bolsa de polietileno se colocd en un chasis paca
exposicion autoradivgrifica. Para la ¢xposicion, se usd una pelicula de papel radiografico
KODAK X-OMAT. La exposicion de la pelicula se realizé durante toda ia noche a -70 °C. Al
dia siguicntc se pracedié al revelado de la pelicula. Cuando la sefial obtenida fue tenue, se

volvié a montar ¢! chasis con nueva pelicula radiografica y se expuso durante 2-3 dias mas.

3.14 Ensayos tipo Northern blat

3.14.1 Obtencion del RNA amibiano

Para los ensayos tipo Northern blot se usé RNA de trofozoitos o de amibas en diferentes

estadios de diferenciacion, incubadas en medio de enquistamiento por (3, 6, 12, 24 y 48 h).

Trafozoitos.
Los trofozoitos en fase de crecimiento fogaritmico se obtuvieron de la misma manera que para
la extraccion de DNA (ver 3.3).

Amibas en proceso de diferenciacion (3-48 h).

Se obtuvieron amibas en diferentes grados de diferenciacion bajo las condiciones descritas par
Campos-Gongora ¢f al. (2000), con una sola modificacion, que consistid en que para los
cultivos y ensayus de enquistamiento se usd medio TYT y no medio PEHPS como medio base.
En una serie de ensayos, ¢l medio TYI se suplementé con MgCly 4 mM, MnCl; 10 mM y

CoCl; 10 mM, mientras que en otra serie, se suplementé con MgCly; 1.22 mM, MnCl,
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14.44 mM y CoCl; 19.44 mM. Los cultivos se cosecharon a diferentes tiempos (3, 6, 12,24 y
48 h) posteriores a la adicién de Jos cationes al medio de cultivo.

Para los cnsayos con £. invadens, los trofozoitos se obtuvieron a diferentes tiempos del
proceso de enquistamiento bajo las condiciones descritas por Vazquezdelara-Cisneros y col.
(1984).

Las amibas se caosecharon por centrifugacion y se lavaron con PBS, de la misma manera que

las obtenidas para la extraccion de DNA.,

3.14.2 Extraccidn del RNA

Inmediatamente despuds dc la cosecha celular se hizo la extraccion del RNA total amibiano.
Para la extraccian del RNA se usé el agente TRIZOL (método madificado de Chomczynski y
Sacchi.. 1987), de acuerdo con las instrucciones del proveedor (GIBCO BRL, Paisley,
Escocia). Brevemente, a cada tubo conteniendo las amibas lavadas con PBS se agregé 1 ml del
agente 1RIZOL a TA, se mezcld por medio de succion con pipeta y se incubd a A por
10 min. Después, se mezclé con 200 l de cloroformo, se centrifugd a 5000 x g. Sc scpard ¢l
sobrenadante y el RNA se precipitd con 500 i de isopropanal. Se centrifugé nuevamente y se
elimino el sobrenadante. El RNA precipitado se lavo con etanol al 70% (en agua tratada con
dietil pirocarbonato (DEPC)) y se sec6 por 5 min a TA. El RNA se resuspendio en 50 ul de

agua tratada con DEPC y se almacené a —20 °C hasta su uso.

3.14.3 Preparacion de las muestras de RNA

Las muestras de RNA total (10 pg) se mezclaron con 28 ul de buffer de corrida para RNA;
st incubaron durante 5 min a 60 °C e inmediatamente despues se agregaron a cada muestra
4 pl de la solucidn colorante para RNA y 2 pl de una solucion de bromuro de etidio (1 mg/ml).
Como marcadores de peso molecular se usaron los marcadores Low y High (GIBRCO BRI), los
cuales se sometieron al mismo proceso que las muestras de RNA antes de ser depositados en

el gel.
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3.14.4 Separacion del RNA por electroforesis

La separacion del RNA (10 pg/linea) se hizo bajo condiciones desnaturalizanies por medio
de electroforesis en ua gel al 1% de agarosa (SEAKEM®GTG Agarose)/formaldehido (6.7%
v/v), usando como buffer de corrida una solucidon 1X de MOPS, como recomiendan Sambrook
y col. (1989). La electroforesis se realizd aplicando una cotriente de 70 V durante 30 min y
posteriormente se continud durante toda fa noche bajo una corriente vonstante de 18 V.

Al dia siguiente y antes de realizar la transferencia, se tomé una fotografia del gel {con el
software para fotodocumcntacién Gel-Doc), colocando también una regla con escala

fluorescente como se describid en el parrafo 3.13.2.
J.14.5 Traasferencia del RNA
El RNA se transfirio a membranas dc nylon de 0.2 pm (Pall Biosupport Membranes
Biodyne A Transfer Membrane; Pall Europe Limited, Portsinouth England), con el mitsmo
sistema y bajo las condiciones descritas para la transferencia del DNA, solu que para la
transferencia del RNA se usé como buffer de transferencia una solucién 20X de SSC.
Después de la trasferencia, la unidn covalente del RNA a las membranas se hizo por medio del

tratamiento con {uz UV (1200 kJ}. La membrana se guard¢ a 4 °C en una bolsa de palietileno

sellada con calor hasta su uso en los ensayos de hibridacion.

3.14.6 Hibridacion tipo Northern blot

Para la hibridacion se usaron como sondas, el gen CHS| comgleto (1.9 Kb) y un fragmento

de 910 pb del gen CHS2 de la quitina sintasa de E. istolytica marcados con 2P-ATP.
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La ptehibridacion, hibridacion, lavados y exposicion de las membranas se hicieron en las

mismas condiciones que las descritas para la hibridacion tipo Southern (3.13.4).

3.15 Ensayos de transcripcion reversa (RT)

3.15.1 Obtencion del RNA amibiano

Para los ensayos de (ranscripeion reversa se uso €l RNA de cultivos celulares obtenidos en

las mismas condiciones que para los ensayas tipo Northern blot (ver: 3.14.1 y 3.14.2).

3.15.2 Tratamiente del RNA con DNasa [

Para asegurar que el RNA no estuviera contaminado con DNA, éste se teatd primero cou
DNasa I (GIBCO BRL) siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de mezclar los
componcntes de la reaccidn indicados en la siguiente tabla, la reaccion se incubd durante

15 mina TA.

Tabla 5. Composicién d¢ la reaccidn de digestién para eliminar al DNA
como posible contaminante del RNA

B R REACTWOWWW“‘ ¥ 7 UNOLUMEN -1
2 W{conccnnaclénj 7 g : 2 ( K
S D Bt : by -
RNA (1 pg) 2
Buffer para DNase 10X 4
DiNasa (1 U/pl) 1
Agua budestilada estéril 3
Total 10

Pasado el tiempo de incubacion, al tubo de reaccion se agregaron 5 pl de una solucion 25 mM

de EDTA, pH=8 para parar la reaccion,
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3.15.3 Sintesis de cDNA y reacciones de PCR

El cDNA se obtuvo a partir del RNA total por medio de reacciones de transcripcion reversa.

Para ¢llo, a un tubo de polipropileny de 0.5 ml se agregaron cuda uno de los componentes y en

las cantidades que se mencionan en la siguiente tabla:

Tabla 6. Compasicidn de una reaccion tipica de RT
sobre RNA total de Entamoeba

ol ;;; AC jo_.fw,,%:r_ bt e
sgga yﬂ”i”(stzrlﬁentmcnén) et f
RNA ol (Iﬂgf;!pl) | =
Bufler $X 4
DTT (0.1 M) 2
dNTP 5 (40 mM) 2
Oligo (10 pmoles/ul) 2
Trauscriptasa reversa SuperScript 0.75
Infubidor de RNasa 0.25
Agua bidestilada estéril §
Total 20 pl

Una vez que sc agregaron los componentes mencionados, cada una de las reacciones se

incubaron por 45 min a 42 °C y posteriormente durante 10 min a 37 °C.

Para los ensayos de PCR se tomo | pg de cDNA (1.5 pl) de cada uno de los productos de la
reaccion de RT. Los oligonucledtidos P9 (GAAATTAAAGTTGCGCATTGG) y PlO
(AAATTACATACTGCATAAATTGG) especificos para EhRCHS1 de £ histolytica que
fueron disefiados sobre la secuencia del fragmento de DNA de 900 pb se usaron para las

reacciones de PCR; estas reacciones se llevaron a cabo usando 15, 20 y 25 ciclos ¢n la
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rcaccion. Los productos resultantes de las reacciones de PCR se separaron por ¢lectroforesis

en gel de agarosa al 1% para su posterior tincidn y analisis en las condiciones ya descritas.

3.15.4 Terminacién e inicio de la transcripcion (RACE-PCR)

Para determinar los sitios de inicio y terminacion de la transcripcion en los genes EhCHSI1 y
ERCHS?2, se realizaron ensayos fipo RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends). Con ayuda
de este método es posible amplificar el extremo 5° desconocido de los genes a partir del
cNNA, el cual es sintetizado a partir del RNA total, por medio de transcripcidn reversa y con
un primer especifico para el gen. A partir del cDNA y con ayuda de la enzima tranferasa
terminal se adiciona una cola del nucledtido deseado. Después se hace un nested- PCR con

primers internos especificos del gen (Frohman, 1993).

Extremo 5°

[La sintesis del cDNA correspondiente al extremo 5 del gen EhCHS1 se realizé por medio de
transcripeion reversa usando como oligonucledtido de anclaje el primer antiscntido
pl7asClIS| (GAACAGCAAGAGATGAAGCGG) y permitiendo la adicidn de G en el sitio
de Inicio de la transeripcion por efecto de la actividad de la enzima transterasa terminal
(Terminal deoxynucleotidyl transferase), una DNA polimerasa Unica que no requiere un
templado sino que simplemente cataliza la incorporacion de nucledtidos trifosfatados al
extremo 3°-OQH de DNA de cadena sencilla o doble. Para estos ensayas se uso el kit “DNA
Tailing Kit” (Bochringer) siguicndo las instrucciones del fabricante. La misma estrategia sc
siguid para el gen EhCHS2, donde el oligonucledtido de anclaje fue CHS2-5'as24
(CATCATTGGTGCAAAAGTTAATAC).

Para los ensayos de PCR se wusaron los oligonucleotidos oligo-dC + CHSlas5’
{(CICGGTATGCTICATATITATITCC) y olige-dC + JG13as22 (GGAAACICACTGACA-
TTTTGTG), para ERCHS 1 y ERCHS2, respectivamente. Los oligonucledtidos se disefiaron o

se seleccionaron de los.ya existentes can base a que ellos hibridizaran con regiones situadas a

61



Quitina sintasas de E. histofytica. ECG
Métodas.

aprox. 100-200 pares de bases en posicidn rio arriba o rio bajo de los supuestos codones de

términacidn € inicio, respectivamente,

Extremo 3’

Hacia los extremos 3° de¢ ambos genes, la sintesis del cDNA se alizd usando como
oligunucledtido de anclaje €l primer antisentido oligo-dT (el cual se une por
complementaridad a la cola de poly A del mRNA paliadenilado) y con ayuda de la enzima
transcriptasa reversa. [.as reacciones de PCR se realizaron usanda un oligonucledtido
especifico para cada uno de los genes (P11 (CCAGTTGTGTGGTTCCTTTTAACACC) para
el gen ERCHS1 y BE29s24 (GAATTTCATTITCTTITATGATTG) para ¢l gen EhCHS2) ¥y

como oligonucledtido antisentido, el oligo-dT.

Cuada grupo de oligonucledtidos fue usado para amplificar ¢l cDNA de E. histalytica. Los
fragmentos amplificados fueron subclaonados en un vectar plasmidico y secuenciados por

ambos extremos usando los oligonucledtidos estandar M13F y MI13R.

3.16 Clonacioun de los genes ERCHS en vectores de expresion

3.16.1 Clonaciin del gen EhCHSI ea el vector pJC43

Para la clonacion de los genes de quitina siatasa se usd el vector de expresion pJC43
disefiado por Joachim Clos (ver 2.2.4.1). Para la ligacidon se decidié usar los sitios de
restriccidon Nde 1y Bam HI ya que €stos no estan presentes en el ORF de la secuencia del gen
EhCHSI.

El primer paso fue el disefio de 2 aligonucledtidos: uligonucledtido sense ERCHS | -Nde-s24
(GGCATATGAGTAATCAAGGAGAGQ), que ademds del coddn de inicio contiene un sitio
de corte para Nde | (subrayado) y oligonucledtido antisense EhCHS1-Bam HI-as25
(GGGGATCCTTAAACTCCTCCTCGTG) contenicndo el sitio de corte para 8am HI

(subrayado) ademas del coddn de término. Con estos oligonucleotidos el gen completo de fa
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quitina sintasa fue amplificado por PCR a partir del DNA gendmico de E. histolytica,
subclonado en el vector PCR 2.1 y su secuencia determinada (para comprobar que no hubiese
errores en la secuencia).

Las reacciones de amplificacion por PCR se hicieron con la enzima Pwo-DNA Polimerasa
(Roche) con ¢l objeta de eliminar posibles errores durante la sintesis de DNA; Durante la PCR

se usG una tempetatura de alineamiento de 56 °C, con 35 ciclos de amplificacidn.

A partir del vector PCR 2.1 que acarrea el gen ERCHSI, y por digestion con las enzimas de
restriccion correspondientes (Nde I y Bam HI), separacion en un gel de agarosa 0.7% en buffer
TAE 1X y purificacidn por extraccién con fenol-cloroformo, se obtuvo el fragmento del gen
EhCHS (1.9 Kb). Este se clond, por medio de una reaccion tipica de ligacion, en el veclor de
expresion pJC45 digendo previamente con las mismys enzimas.

Para las reacciones de ligacidn, tanto el DNA de los fragmentas como el DNA plasmidico se
cuantificé de mancra visual por electroforesis en un gel de agarosa al 1% comparando la
intensidad de las bandas con concentraciones conocidas del marcador A/HindIIl. Para cada
reaccion de ligacion se uso una cantidad 3 veces mayur de DNA del inserto, con respecta al
DNA del vector, Las reacciones de ligacidn se incubaron en bafio de agua a 14 °C, durante
toda la noche. En la siguiente tabla se mucstran los componcntes y cantidades de la reaccion

de ligacidn en los vectores de expresion.

Tabla 7. Composicldn de una reaccién tipica de
ligacion en los vectores de expresion

“DNA-Vector
DNA-Inserto 3
Buffer de Ligacidr 10 X ]
ATP 10 mM 1
T4 DNA Ligasa (1 U/ul) 1
Total [0 uf
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La misma estrategia descrita se siguié para clonar posteriormente el gen EhCHS?2 en ¢l vector
pJC43, para lo cual se usaron los oligonucledtidos sintéticos EnRCHS2-s26-Nde [ (GGCATAT
CGCAAACTCCTTGATACTG) y EhCHS2-as27-Bam-HI (GGGCGATCCTTACTCTGAATG
AGAAAGG).

3.16.2 Clonucidn de los genes ELCHS en ¢l vector pHisT7

El vector de expresion pHisT7 tiene como caracteristica principal poseer la informacion

necesaria que codifica para que una cola de 8 residuos de histidina (colocada en posicidn
adyacente al sitio de inicia de la traduccidn) sea traducida al mismo tiempo que ia proteina
recombinante; csto favorcce la posterior purificacidon de dicha protcina por medio de una
columna de afinidad para histidina. Otra caracteristica del vector es la presencia de sitios de
insercion/restriccion Bg! 11 y Bam HI.,
Siguiendo la misma estralegia que para la ¢clonacion en pJC43, los genes ERCHS| y ERCHS2
se clonaron en ¢l vector pHisT7: Un fragmento conteniendo la secuencia completa que
codifica para el gen EhCHS (desde ATG hasta el codén de término) fue amplificada a partir
de DNA gendmico; para la amplificacion del gen EhCHS1 se usaron los oligonucledtidos
EhCIIS1-Bglll-s27 (GATCTATGAGTAATCAAGGAGAGGAAA) y EhCEHIS1-Bamlil-as25
(GGGGATCCTTAAACTCCTCCTCGTG) los cuales contenian los sitios de restriccion Bg/ 11
y BamHI, respectivamente, Mientras que para ¢l gen ERCHS2 se usaron los oligonucledtidos
EQCHS2-Bglll-s26 (CGATCTATGGCAAACTICCITGATACTG) y EhCHS1-Bamtl-as25
(GGATCCTTACTCTGAATGAGAAAGG). Después de comprobar que no habia errores en
la secuencia (por clonacién y secuenciacion previas en el vector PCR 2.1) los fragmentos
correspondicntes a los genes EhCHS se obtuvicron a partir del vector PCR 2.1 por digestion
con las enzimas B8g! Il y Bam HI, separacion en un gel de agarosa 0.7% en buffer TAE X y
purificacion por medio de extraccidn con fenol-cloroformo. Después se procedio a la ligacion
de dichos fragmentos en el vector plasmidico pHisT7 previamente digerido con la enzima
Bam HI.
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3.17 Expresiom de las proteinus recombinantes en sistemas bacterianos

Como cepa hospedadora para ¢l vector pJC45/EhCHS (que contenia los genes ERCHS) se
uso la cepa pAPLac de E coli y como cepas hospedadoras del vector pHisTZ/ERCHS se
usaron tanto la cepa BLZ1-DEJ como la cepa BL21-DE3 pLYS de £, coli.

La transformaci6n de las cepas calcio-competentes de £. coli se realizd bajo las condiciones

descritas en el parrafo 3.8.

La seleccion de las clonas positivas de las cepas de E. coli transformadas se realizé en placas
de LB-agar adicionado con ampicilina (100 pg/ml) y con kanamicina (50pug/pl) cuando se
trato de la clonas pAPLac/EhCHS.

3.17.1 Induccién de la expresién de las proteinas recombinantes EhChS[ y EhChS2

Después de la transformacion de las cepas de £. coli con cada uno de los vectores
plasmidicos que acarrean ¢l gen de la quitina sintasa, se procedid a la induccién de la
expresion de 1a proteina recommbinante. Para ello, 50 m! de medio LB se inocularon con una
colunia transformada y previamente seleccionada por crecimiento en una caja de medio LB-
agar en presencia de los antibiotices ampicilina y kanamicina. El cultive se incubg a 37 °C con
agitacion a 200 rpm y cuando éste alcanzo una densidad dptica (ODego) de 0.7, la mitad del
volumcn del cultivo sc trasvasé a otro matraz. A uno dc los matraces se adiciond €l IPTG
necesario para tener una concentracion final de 0.5 mM. Al otro matraz (control) no se
adicioné IPTG. Los cultivos se incubaron por 2 h mas y pasado este tiempo se procedid a su

cosecha para su posterior analisis.

3.17.2 Obtencidn de cxtractos celulares a partir de hacterias transformadas

Un m! de.la suspension celular de cada uno de los cultivos se colocd en un tubo y s¢

scpararon la pastilla y el sobrenadante por centrifugacion a 14,000 rpm/5 min en una
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micracentrifuga. El sobrenadante se elimind por succion y la pastilla se resuspendi6 en 300 ul
de una solucion de PBS (pIl 7.4). Las bacterias se rompieron con ultrasonido. Para ello la
suspension bacteriana se sometio a 5 ciclos de 20 seg cada une, aplicando una potencia de
75 Watts. Las muestras se mantuvieron en hielo durante todo el proceso. Los homogenizados
se centrifugaron a 14,000 rpm / 15 min; el sedimento y sobrenadante resultantes se separaron

para su poustenor analisis er geles de poliacnlamida-SDS (SDS-PAGE).

3.17.3 Analisis de las proteinas recombinantes en geles SDS-PAGE

La separacion electroforética de las proteinas en geles de poliacrilamida-SDS bajo
condictones desnaturalizantes depende de la masa molecular de cada una de las proteinas
{(Laermumli ef al., 1970Q). Para la separacion de las muestras de proteinas totales bacterianas se

us un gel de poliacrilamida-SDS al 12%.

Preparacion de las muestras y electroforesis.

Inmediatamente antes de su separacion en SDS-PAGE, las muestras de proteinas se mezclaron
con 1 vol de buffer de muestra-SDS y con DTT (concentracion final 10 mM), se incubaron por
5 mm a 95 °C, e inmediatamente se centrifugo por 1 mun a maxima velocidad en una
microcentrifuga. Las muestras (12 ul) s¢ depositaron en el gel y se procedio a la electroforesis.

La electroforesis se realizd en una camara Mighty Small Mini-Vertical Units (Hoefer) en geles
de 10 x 10.5 cm, aplicando una corriente etéctrica constante de 18 mA/gel durante 1 h o hasta
que el colorante est¢ saliendo del gel. Como buffer de corrida se usd una solucidon que
coatenia 121 M de Tris, 75 M de Glicina y 1% de SDS. Como marcadores de peso molecular

se usd la mezcla de marcadores MultiMark™Multi-colored Standard (Invitrogen).

Tincion del Gel

Para la visualizacién de las proteinas, los geles se tifieron con ¢l colorante azul brillante de
Coomassie. Para ello, los geles se colocaron en un recipiente inmersos en la solucion colorante
de Coomassie durante 1.5 h a TA, con movimiento moderado. La solucion colorante se

eliming y se sustituyd por la solucion decolorante de Cyvmassie, se enjuagaron agitando
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durante 2-3 min y se cambid la solucion por solucién nueva; aqui se incubaron durante 30-60

min hasta que s¢ observd un contraste entre las proteinas tefiidas de azul y ¢l fondo claro del

gel.

3.18 Transfeccién de E. histolytica con los genes ERCHS

3.18.1 Amplificacién de los genes ERCHS por PCR

Ambos vectores (NcoCass and pHygRtet) fueron discfiados para facilitar la clonacién de
fragmentos acarreando los sitios de restriccion Kpn I, Sma 1y Bam HI.
La amplificacion de los genes ERCHS1 y EhCHS2 se hizo por medio de PCR sobre el DNA
genomico de E. histolytica; para cada uno de los genes se diseflaron 2 oligonucledtidos
acarredndo los sitios de restriccion Kpr [y Bam HI hacia los extremos 5y 37 respectivamente,
de la secuencia de los genes ERCHS. Para la amplificacién del gen EhCHS1 se usaron los
oligonucledtidos EhCHS1-s27-Kpn [ (GGGGTACCATGAGTAATCAAGGAGAGG) vy
EhCHSL-Bamlll-as25 (GGGGATCCTTAAACTCCTCCTCGTG); y para el gen EhCHS2 los
oligos que se usaron fueron EhCHS2-529-Kpn [ (GGGGTACCATGGCAAACTCCTTGAT
ACTG y antisense EhCHS2-Bam HI (GGGGALCC TTACTCTGAATGAGAAAGG).

Los productos amplificadus se clonaron en ¢l vector PCR" 2.1 TOPO y se secuenciaron para
comprobar que no hubiese errores en la secuencia de DNA que pudieran cambiar el ORF de
los genes. Una vez comprobado lo anterior, los fragmentos correspondientes a cada gen se
liberaron por medio de digestion con las enzimas Kpn [ y Bam HI y se eluyeron a partic de un
gel de agarosa al 0.7% en Buffer TAL,

3.13.2 Ligacidn de los genes EhCHS en los vectares de transfeccién
Después de la purificacion de las bandas (por extraccion con fenal-cloraformo) se procedio a

la ligacion de dichos fragmentos en los vectores plasmidicos NeoCass (Hamann er al., 1995),
and llygtetR O Cass (Hamann ef ai., 1996).
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3.18.2.1 Desfosforilacion del DNA plasmidico

En una reaccion de digestion enzimatica se dejan libres los extremos 3° OH- y los grupos
fosfato 5" en los sitios de corte, de tal manera que cuando se pretende hacer la ligacion de
fragmentos extraiios es posible que una religacion pueda ocwrir, evitando que ¢l proceso de
ligacion se lleve a cabo en {orma satisfactoria.

Para facilitar la ligacion de los genes EhCHS1 y ERCHS2 en los vectores plasmidicos, los
fragmentos correspondientes a los vectores linearizados con las enzimas Kpu | y Bam HI se
sometieron & un proceso de desfosforilacion con ayuda de una fosfatasa alcalina de intestino
de ternera (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase=CIAP). En una reaccion (vol final 50 ul) que
contenia 1U de CIAP y la cantidad de buffer apropiado, el DNA de los vectores se incubd a
37 °C durante 45 min. Al terminé de este tiempo, se realizd una extraccidn del DNA con

fenol-cloroforma para eliminar los restos de la enzima CIAP.

3.18.2.2 Ligacion del DNA de los genes EhCHS a los vectores plasmidicos

Después de la desfosforilacian, la ligacidn del DNA de los genes ENCHS en los vectores
plasmidicos se realizé con ayuda de la enzima T4-DNA Ligasa (Pharmacia). En la reaccion se
mantuvo una relacion molar 1:3 (DNA-vector:DNA-fragmento); por cada 100 ng de DNA del
vector y 300 ng de DNA del fragmento s¢ usd 1 U de la enzima ligasa; la reaccion de ligacion
se¢ incubd durante toda la noche a 4 °C.

Al dia siguiente se procedid 2 la transformacion de la cepa DHS5w de E. coll y posteriormente a
la seleccidn de las clonas positivas quc acartean el DNA vector-inserta. La seleccion de las
clonas positivas se hizo en placas de LB-ampicilina, digestion enzimatica (Kpn I-Bam HI) y

posterior secuenciacion del DNA; como si indicaen 3.9,
Después de la identificacion de las clonas que acartean €l DNA plasmido-inserto tanto del gen

EhCHSI como del gen ERCHSZ, se procedid 4 s preparacion de grandes vantidades de DNA-

plasmidica de cada una de ellas. [.a preparacion del DNA plasmidico se hizo por media del
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método de lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979), pard lo cual se usé el Kit “QIAGEN
Plasmid Mega Kit”, siguienda las instrucciones del fabricante. La concentracion del DNA

obtenido a partir del maxi-prep se determind de la misma manera que como se describe en 3.3.

3.18.3 Transfeccion de E. histolytica por medio de electroporacion

La transfeccion de las amibas se hizo por medio de electroporacion siguiendo el protocolo
descrito por Nickel y Tannich (1994). Las amibas crecidas en botellas de cultivo (crecimiento
hasta 2/3 de monocapa cunfluents; aprox. 1x107 amibas) se cosecharon lavandolas 2 veces con
una solucién buffer de NaPBS X fria y centrifugacién a 430 x g durante 3 min, a 4 °C;
después de los lavados con NaPBS§, las amibas se lavaron una vez mds con 10 ml de la
solucidn incompleta de Cyto-Mix fria (10 mM K;HPO/KH,PO, (pH 7.6), 120 mM KCl,
0.15 mM CaCl,, 25 mM HEPLS, 2 mM EGTA y 5 mM MgCl,); después de la centrifugacion,
las amibas se resuspendicron con 3.4 ml de la solucidn de Cyto-Mix completa (suplementada
inmeliatamente antes de su uso con 4 mM de ATP y 10 mM de glutation ¢n su [orma
reducida). Para la electroporacion, 800 pl de la suspension celular (aprox. 2x10¢ células) se
mezclaron con 100 pug de DNA plasmidico (§00 ul) en una cubeta para electroporacidén de
4 mm (Gene Pulser® Cuvette, BIO-RAD); se mezclo por inversion 3-4 veces y de inmediato
se aplicd una corriente eléctrica de 1200 V y 25 uF (Bio-Rad Gene Pulser™; B1O-RAD) la
electroporacion se hizo 2 veces; los valores de tiempo constante estuvieron siemptre entre 0.3 y
0.4 ms. [nmediatamente despucs de la electroporacion las c€lulas se trasvasaron, con ayuda de
un4 pipeta a una botella de cultivo (50 ml) llena con medio TY[-§-33 completo precalentado a

37 °C; se mezclé por inversion ligera y se incubd a 37 °C durante 48 h.

3.13.4 Selecciga de las amibas transfectadas
La seleccion de las amibas transfectadas se imicio después de 2 dias de incubacidn: se

cambio ¢l medio de cultivo ehminande por decantacion €l medio viejo y una vez que se

agregd el medio nuevo, también se agregé el antibiotico correspondiente dependiendo de
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plasmido usado. Asi, para la scleccion de las amibas transfectadas con ¢l vector plasmidico
que confiere resistencia a neomicina (Neo Cass) se agregaron 10 pg/ml del antibiotico G418 y
para las anubas transfectadas con el plasmido HygtetR O (ass, se usé higromicina a una
concentracion final de 10 pg/ml. La seleccion se tealizd durante 2-J semanas (hasta que al
término de 2 dias, los cultivos fueron capaces de formar una monocapa) cambiando el medio
de cultivo-antibiotico cada 2 dias.

Después de la seleccion, los cultivos se mantuvieron en medioTYI-8-33 bajo presidn selectiva

con el antibidtico correspondiente.

3.18.5 Induccion de la expresion en las amibas trausfectadas
con HygtetR O Cass/ELCHS

Para inducir la expresién de las protefnas en las amibas transfectadas con el plismido
HygtetR-O-Cass, los cultivos crecidos hasta 2/3 de monocapa (fase de crecimiento
logaritmica) sc adicionaron con | & 5 pp/ml (concentracion final) de una solucidon de
tetraciclina disuelta en etanol. Los cultivos se incubaron durante 48 h mas y se procedié a la
cosecha de las amibas para los posteriores analisis para la determinacion de la sobre-expresion

de las proteinas.

3.19  Analisis de la expresidn de proteinas recombinantes en amibas

transfectadas con los genes ERCHS
3.19.1 Preparacidn de extractos de proteinas de E. histolytica

Para la extraccion de las proteinas de trofozoitos de E. histalyiica transfectados, los cultivos
amibianus de 10 cajas de cultivo de 250 ml crecidos a monocapa (en fase de crecimiento
exponencial) se cosecharon por sedimentacidn centrifugando durante 4 mina 430 x g, a4 °Cy
2 lavadous sucesivos con 50 ml de PBS. La pastilla obtenida (aprox. 2.5 ml) se guardo durante

toda la noche a —20 °C. Al dia siguiente las amibas se lisaron por el proceso de congelacion-
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descongelacion. Antes de descongelar a cada pastilla de amibas se agregd una cantidad, en
proporcion 1:30, de cada uno de los siguientes inhibidores dc proteasas: E 64 (10 mM),
Leupeptin (I mg/ml en H;OQ) y PMSF {100 mM) disuelto en etanol; asi, para los 2.5 m! de
muestra se agregaron 86 [l de E 64, 86 pl de Leupeptin y 43 pul de PMSF, se incubé a
temperatura de cuarto por 10 minutas y después se adicionaron 2 volumenes de PBS/vol. de la
pastilla (vol. final aprox. = 8 ml); las muestras se congelaron en una mezcla de hielo seco-
etanol. Este proceso se repitid 2 veces mds agregando entre cada ciclg una cantidad igual de
los mhibidores. Las muestras (apiox. 4 ml/tubo} se colocaron en tubos paca centrifuga (Ultra
Clear™Cenlriluge Tubes, Beckman), y se centrifugé a 36,000 rpm (150,000 x g) durani¢ 1 ha
4 °C en una centrifuga Opuma™TL Ultracentrifuge, Beckmun (Beckman Instruments, lnc,
Palo Alto, CA; USA) equipada con un rotor de angulo variable SW55Ti. Después de la
centrifugacion, se separd el sobrenadante de las muestras (Eh-Snl) y se reunieron todas las
preparaciones en un tubo de 10 ml, se hicieron alicuotas de 1 ml en tubos de 1.5 ml, y se
almacenaron a —70 °C hasta su uso. La pastilla resultante de la centrifugacion se resuspendio
en 1 vol. de PBS, se centrifugd nuevamente bajo las condiciones descritas y el sobrenadante
(Eh-Sn2) se procesd y guardo de la misma manera que Eh-Snl.

A la pastilla resultante de la segunda centrifugacién (150 pl) se adicionaron 9, 9 y 4.5 ul,
respectivamente, dc los inhibidorcs mencionados; se agregaron 7350 pl de buffer de
solubilizacion (50 mM de TrisHCI, 10 mM de CaCly, pIl 7.4) adicionado con 2% (peso/vol.)
del detergente octil glicosil (n-Octyl-B-D-glucopyranosid) y €sta se resuspendio con ayuda de
una pipeta 0 usando un gendarme, La mezcla se homogeneizo ducante toda la noche a 4 °C
cun ayuda de una capsula magnética. Al dia siguiente la suspensign se pasd con ayuda de una
pipeta a un tuba para centrifuga de 11 x 34 mm (Pelyallomer™ Ccntrifuge Tubes, Beckman)
y se centrifugd a 48,000 rpm (150,000 x g) durante | h a 4 °C, en una centrifuga Optima'™ 1L
Ultracentrifuge Beckman (Beckman Instruments; Inc, Pala Alto, CA; USA) equipada con un
rotor de dngulo vanable TLS-55. La pastilla y sobrenadante restantes se separaron, a la pastilla
se agregd | ml de buffer de solubilizacion adicionado con 2% de octil glicosil, se resuspendid,
se hizo un “pool” del contenido de todos los tubos y se guardo a =70 °C en alicuotas de | ml.
Con el sobrenadante de los dos tubos se hizo un pog! y se adicionaron 2.5 ml de H,O

bidestilada (para reductr la concentracion de octil-glicosil a aprox. 0.8% y evitar los problemas
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al correr un gel de SDS-PAGE}), se mezclo y se hicieron alicuotas de 1 ml en tubos de 1.5 ml
que se guardaron a -70 °C hasta su uso.

3.19.2 Separacion de proteinas de E. fistolytica en SDS PAGE

Inmediatamente antes de su separacion en SDS-PAGE, las muestras de proteinas mantenidas
a -70 °C se descongelaron en hielo y las cantidades determinadas se diluyeron en proporcion
1:2 (v/v) con buffer de muestra (buffer SX/SDS 2%) adicionado con 2% de B-mercaptoetanol.
Se incubaron por 5 min a 95 °C, e inmediatamente se centrifugd por 1 min a maxima
velocidad en una centrifuga. Las muestras (12 pl) sc depositaron en €l gel y se procedid a la
electroforesis.
La clectroforesis se realizo en una camara Mighty Small Mini-Vertical Units (Hoefer) en geles
de 10 x 10.5 cm, aplicando una corriente eléctrica constante de 18 mA/gel durante 1h o hasta
que el colorante empezo a salir por la parte inferior del gel. Como buffer de corrida se usd una
solucion que contenia 0.025 M de Tris, 0.192 M de glicina y 0.15% de SDS. Como
marcadores de peso molecular se usé la mezcla de marcadores MultiMark™Multi-colored

Standard, (Invitrogen).

3.19.3 Transferencia de las proteinas a membrana de nitrocelulosa

Para la transferencia de las proteinas se usoé e} sistema “Semi-Dry-Blot System” (Amersham
Pharmacia, Braunschweig, Alemania). Sobre la placa de grafito (catodo) se colocaron 3 capas
de papel filtro (de las mismas dimensiones que el gel) empapadas con Buffer CAPS (1 X);
sobre estas se coloco el gel SDS-PAGE con las proteinas, previamente enjuagado en el Buffer
CAPS. Sobre ¢l gel se colocé una membrana de nitrocelulosa (membranas de Polivinilo:
PVDF, Hybond) y sobre la membrana se colocaron 3 capas de papel filtro empapadas con el
mismo buffer. Durante todo el proceso se evitdé que quedaran burbujas de aire entre las hojas

de papel, el gel y la membrana ya que estas dificultan la transferencia de las proteinas.
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El sistema se cerrd con la placa de grafito (anodo) y la transferenciu se realizd aplicando una
corriente eléctrica constante de 1.5 mA/cm’ durante L h.

Después se procedid al bloqueo de las proteinas; para ello, la metmbrana se incubd durante 1 h
a TA en una solucién de 5% de leche en polvo en PB§/0.05% Tween 20. Las membranas se
guardaran a —20 °C hasta su uso (evitando que se secaran) o se procedio de inmediato a su

incubacion con el anticuerpo primario (anticucrpo especifico para la proteina en cuestion).

3.20 Generacion de anticuerpus anti-EbCHS de E. histolytica

Los anticuerpos anti-quitina sintasa de E. histolwica se generaron contra péplidos de 15
aminodcidos de longitud de cada una de las secuencias de los genes EhCHS. Para ello se
sintetizaron las secuencias H;N- CRLRGVERDQSYADD - CONH; (aminoacidos 148 al 162)
y ILN — KRIFDKYSEPPQSGC — CONH; (aminoédcidos 291 al 304) de la secuencia de los
genies ERCHS1 y EhCHSZ, respectivamente. La sintests y generacion de anticuerpos contra
dichos peptidos fueron hechas por la empresa EUROGENTEC BEL S.A. (Seraing, Bélgica).
Para cada una de los péptidus mencionados, dos cunejos [ugron inmunizados bajo un esquema
de inmunizacién que comprendid 3 inyecciones con intervalas de 30 dias y la toma de
muestras (sucra), 10 dias después de cada inmunizacin.

La cspecificidad de los anticuerpos tomados después dc cada inmunizacién se analizd por
ensayos de inmuno-blot retando los anticuctpos contra las proteinas de extractos de
E. histolytica, tanto de las proteinas solubles como de las proteinas de membrana extraidas con

el detergente octil-glicosil.

321 Deteccion inmunoldgica de las proteinas

Para la incubacidn con el anticuerpo primario (anticuerpos anti-EhCHS), estos se prepararon

haciendo una dilucién con una solucion al 2.5% de leche en polvo sin grasa en PBS; la

incubacion se realizé durante toda la noche a 4 °C con agitacion ligera.
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Después de la incubacion con el anticuerpo primario, las membranas se lavaron 3 veces
(10 min cada vez, a TA) con una solucién de TBS/0.05% Tween 20 (26 mM Tns-HCI pH 7.2,
150 mM de NaCl, 0.05% Tween 20) v se procedid a su incubacion con el anticuerpo
secundario; Como segundo anticuerpo se usd inmunoglobulinas de suero de cerdo anti-conejo

comjugadas con peroxidasa de la marca comercial DAKO,

La incubacion con el anticuerpo secundario (dilucion 1:2000 en una solucidn al 3% de leche
en palvo en TBS-0.05% Tween 20} se realizo durante 2 h a TA con agitacién ligera; después,
la membrana se lavé 3 veces con la solucion de TBS/0.05% Tween 20 en las mismas

condiciones que los lavados después de la incubacidn con el anticuerpo primario.

Para la deteccion se uso el sistema de inmunodeteccion —quimioluminiscencia ECL+Plus™
Western blotting detection Reagents { Amersham Pharmacia Biotech).

El Sistema ECL+ Plus estd basado en la generacion enzimatica de un éster de acridina, el cual
produce una emision de luz intensa y de larga duracidn. La oxidacion combinada del substrato
de acridan, Lumigen PS-3, catalizada por HRP v peroxidasa, genera miles de intermediarios
de ¢ster de acriding por minuto los cuales reacciondn con la peroXidasa bajo cundiciones
ligeramente alcalinas para producir una quimioluminiscencia con una emision maxima a una

longitud de onda de 430 nm.

Para el proceso de deteccidn se siguicron las instrucciones del fabricante; brevemente: Se
prepard una cantidad suficiente de la mezcla de soluciones de deteccion Ay B (0.1 mUcm?® de
membrana) en proporcion 40:1; s¢ elimino el exceso de buller de lavado de la membrana por
escurrimiento o colocando ligeramente un extremo de la membrana sobre papel absorbente,
evitando que la membrana se secara completamentc; la membrana se colocd con las proteinas
hacia arriba, sobre una hoja de nylon ¢ inmediatamente sobre la membrana se agregé la
mezcla de soluciones A-B con ayuda de una pipeta; se incubd durante 2 min a TA. Se elimind
el exceso de solucion de deteccion por drenado y colocando el extremo de la membrana sobre
papel absorbente. Después la membrana se colocd entre dus hojas de papel Saran Wrapm
evitando que quedaran burbujas sobre la membrana. La membrana se colocd con las proteinas
hacia arriba sobre un chasis para expasicion autoradiogrifica. Para la expaosicion, se usd una

pelicula Kodak (KODAK X-OMAT) o una pelicula [[yperfilm™ECL (Amersham Pharmacia
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Biotech) y los tiempos de exposicidn fueron entre 1 s y 2 min dependiendeo dc la intensidad de

la senal obtcnida.

3.23 Tincidn de las proteinas can plata

Para la tincion de los geles SDS-PAGE se siguid el protocolo descrito por Heukeshoven y
Dernick (1986): El gel se incubé en solucion de fijacion (solucidn 1) durante 10 min y después
se incubd por 10 min en la solucidon 2 (solucidn de concentracion). Enseguida se lavo 3 veces
durante 10 min, cada vez, con agua bidestilada. Para la tincién el gel se incubd por 10 min en
la salucion 3 (solucion de tincidn) y posteriormente se incubd en la solucidn 4 (solucidn
reveladora) hasta que las bandas de las prateinas se hicieron visibles a la intensidad deseada;
cuando ¢sto ocurrid, la reaccion se pard adicionando aprox. 10 ml de solucién S (solucion para
parar la reaccion). Todo el proceso sc realizé a TA (excepto cuando la tincidn se concluyé al
dia siguiente, ¢l gel s¢ incubd a 4 “C en solucion 2, durante toda la noche), usando aprox.

20 ml de cada solucion por gel; las incubaciones se realizaron con agitacion ligera.
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4 RESULTADQOS

4.1  Awilisis de secuencias de quitina sintasas reportadas en bancos de datos.

Identificacion de secuencias cousenso

Con ayuda de los programas Clustal W (EMBL) y BI.AST (NCBI) se hizo el analisis de
las secuencias de los genes que codifican para quitina sintasas reportadas en los bancos de
datos. Se identificaron 5 regiones conservadas al nivel de aminvacidos, mostradas en la
tabla 9, y sobre estas regiones se disciiaron § oligonucledtidos degencrados en orientacion

sense y antisense (tabla 10).

Tabla 9, Regiones conservadas identificadas en la secuancia de aminoacldos de las
quitina sintasas reportadas en los bancos de datos.

¥4 758 799 836 872 1053
»

D.melanvyaster GARACG PGCFES EDRWLC QRRRW DVSWGT
A. aeqgypti GARCG PGCFS EDRWLC QRRRW DVSWGT
C. elegans GCBCG PGCFS EDRWLS ORRRW VITWGT
A. tumigatus C GGACG PGAES EDRILC QERRW DVSWGT
C., albicans I Pog (769) PGALS EDRILC URRRW DVSWGT
N. crassa 1 GGACG PGAFS EDRILC QRRRW DVSWGT
P. chrysogenum ¢ GGACG PGAFS EDRILC QRRRW DVSWGT
E. nidulans D MGLCG PGCFS EDRYLS QRRRW DFSWGD
S. cerevisiac 1 GGACG PGAF'S EDRILC QRERW DLSWGT
M., grisca 4 MGLCG PGCFC EDRYLT QRRRW DEFSWG,
Secuencia considerada

COmQ COnsénsa GxACG PGxFS EDRxLx QORRRW DxSWGT

* Solu se incluyen lay quitinas sintasas reportadas de algunas especies, tomando en cuenta aquellas de
especies diterentes. Drasaphila melanagaster, aumero de acceso: (CG7464); Adedes gegypti, nimero de
accesa: AF223577; Caenarabdiiis elegans. nimero de acceso: AV0262 (s Aspergilius fumigatus, nimero de
accesg: U39479; Candida albicans, namero de acceso: D43627; Neurospora crassa, nimero de acceso:
M73437; Penicillium chrysogenum, nimero d¢ uccesw: AF173559, Emericella nidulans, nameo de acceso:
1CaG079; Saccharomyces cerevisiae, ndmere de acceso: M14D45; Magnaporthe grisea, numero de accesa:
AF(205238

** Los numeros indican la posicidn de Az inicial del duminio identificady en la secuencia del gen CHS de D.
melanygaster, fueron tomados camo referencia para (3 identificacion de los productas ampliticados par PCR.
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Tabla 10. Secuencia de los oligonucleétidos degenerados disefiados
sobre las secuencias conservadas de los genes CHS.

Primer * Sec. consenso** | Posicion *** Sec. de nucleotidos ****
P1 (s16) GxACG 755 TWGGAGSWGCWTGTGG
P2 (s14) PGxFS 798 CCAGGAKSTTTYWS
P3 (s17) EDRxLx 836 GAAGATAGAWKKYTWWS
P4 (as17) EDRxLx 836 SWWARMMWTCTATCTIC
P5 (s15) QRRRW 872 CAAAGAAGAAGATGG
P6 (as15) QRRRW 872 CCATCTTCTTCTTITG
P7 (s17) DxSWGT 1053 GATNTTWSWTGGGGAAC
P8 (as17) DxSWGT 1053 GTTCCCCAWSWAANATC

* Entre paréntesis se indica la orientacién (s=sense; as=antisense) asi como el nimero de nucledtidos de cada
primer.

**+ Secuencia de Aa considerada consenso en las regiones conservadas sobre las cuales se disefiaron los
primers.

#+% La posicién estd indicada tomando como referencia la posicidn de los Aa en la secuencia del gen de la
quitina sintasa de D. melanogaster.

**+4% En |a secuencia de los primers, W, S, K, Y, N, R y M representan la presencia de los nucledtidos
siguientes: W=A/T; $=G/C; K=G/T; M=A/C; Y = T/C; R=A/G; N =G/ATo C.

4.2  Ensayos de PCR sobre DNA genomico de E. histolytica

Con los oligonucledtidos diseiiados sobre las regiones consenso de quitina sintasas se
hicieron ensayos de PCR usando como templado el DNA genémico de E. histolytica. Se
probaron todas las combinaciones posibles de los oligonucleotidos con un gradiente (35 a
45 °C) de temperatura de alineamiento.

| Como resultado de las reacciones de PCR sobre el DNA gendmico de E. histalytica, con
las combinaciones de oligonucledtidos P1: (T(AT)GGAG(CGYAT)GC(AT)TGT GG y P6:
(CCATCTTCTTCTTTG que corresponden en parte a la regiones aminoacidicas GXACG y
QRRRW, respectivamente, se obtuvieron varios fragmentos, uno de los cuales presento un
tamaiio (365 pb) correspondiente al esperado en la reaccion (ver Fig. 1). Dicho fragmento
se aislo para su posterior clonacién y secuenciacién. Con los oligonucledtidos P5: (cuya
secuencia es complementaria a P6: CAAAGAAGAAGATGG) y P8: (GTTCCCCA(AT)
(CGYAT)AA(GATC)ATC, cuya secuencia corresponde a los aminoécidos DxSWGT se
obtuvo como producto (nico un fragmento de 543 pb. Con el resto de las combinaciones

de oligonucleétidos no se obtuvieron productos de amplificacion por PCR.
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Fig. 1. Productos de PCR amplificados con los oligonucledtidos degenerados P1-P6 y P5-P8 sobre el
DNA genomice de E. histolytica. Como producto de la amplificacion con Pi y P6(Carril 2) se obtuvieron,
ademés de la banda que aqui se muestra ya pura (365 pb), otros productos inespecificos de la reaccidn.
Mientras que, como resultado de la amplificacion con los primers P5-P8 se obtuvo un fragmento Gnico de
543 pb (Carril 3). La seleccion de los productos se hizo tomando en cuenta el tamafio de las bandas,
calculado con base en la posicion de los primers sobre la secuencia del gen de D melanogaster. En ¢l carril |
se encuentra ¢l marcador de talla molecular VIi{(Boheringer).

Los fragmentos de DNA (365 y 543 pb) se clonaron en el vector PCR"® 2.1 (Invitrogen) y
posteriormente se hizo la transformacién en la cepa DHS5a de E. coli. De esta manera se

aseguro el abastecimiento de DNA correspondiente a los fragmentos amplificados por PCR

para su posterior secuenciacion y uso como sonda.

El andlisis de las secuencias de ambos productos de PCR muestra que las secuencias de
DNA amplificadas por estos dos pares de iniciadores son contiguas en el DNA genémico
de E  histolytica, es decir, hay una continuidad en la secuencia de nucleotidos
correspondientes al extremo 3° del fragmento de 365 pb y el extremo 5° del fragmento de

543 pb: con una regién de traslape correspondiente a la secuencia que codifica para el



dominio QRRRW (ver Fig. 2). Esto se debe a que para la amplificacién de sendos

Resultados.

fragmentos se usaron como productos comunes los oligonucledtidos P5 y P6 cuya

secuencia es complementaria (Fig. 2).

A

QRRRW

P1 365 pb P6
g =

- 543pb
PS5 P8
860 pb
= R
P9 P10

B

GGACGETKVAHWYENPLTMCOYFEYKSNQFLAKT FENW
FGMVTCLPGAFSMIRPOAMETVLNEYLATS TS IREKNQ
LDLGEDRTLTTLLVEKGWDTGYVTKAVAHTDAPFTLVG
LIKQRRRWINSTIVNMGILLORTRREVVLPLLVSLFLE
LLSSEMLPCAVVMLEIQIFADCGVNKAICIGVLVLWLA
LLITFSLTSKIEDMEYWFQASTIIGGFLVFLMIIGVIQ
NVSGFFDKHWLELSVMLSWVEIIVEAAI THGOWESIEN
VVAPVVWEFLLTPMMYVIIPIYAVCNFDDVSHWG

Fig 2. Representacion esquemitica de los resultados y estrategia seguidos en la primera etapa del
trabajo. (A) Amplificacién por medio de PCR y oligonucledtidos degenerados de fragmentos de DNA
correspondientes a un presunto gen de la quitina sintasa de £ histalytica. Se indica la presencia del dominio
QRRRW, secuencia sefial caracteristica de todos los genes CHS descritos hasta el momento y sobre la cual
fueron disefados los primers P5 y P6. (B) Secuencia de Aa deducida a partir de la secuencia de nucledtidos
obtenida de los fragmentos de 365 y 543 pb. Los dominios sobre los cuales fueron disedados los primers
degenerados estdn subrayados. En la imagen de la derecha se observa el marcador de talla molecular VI
(carril 1) y la imagen del amplicon (carril 2, cabeza de flecha) obtenido con los primers especificos (P9 y

P10) disefiados sobre la secuencia de los fragmentos citados.
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Ademas, el anilisis de comparacion de las secucncias de dichos fragmentos demostrd que
la secuencia amincacidica de ambos fragmentas ticne una homologia relativamente alta
(43 a 53%) con las secuencias de los genes de quitina sintasas de Drosophila
melanogasier, Aedes aegypti, Caenorubditis elegans, Aspergillus fumigatuy, Candida
albicans, Neurospora «crassa, Penicillium chrysogenum, Emericella mdulans,

Saccharamyces cerevisiae, Magnaparthe grisea y muchas atras especies de hongos
reportudas en los bancos de datos.

Los porcentajes de identidad y similitud de la sccuencia conjunta de ambos fragmentos

(aproximadamente 900 pb) de diche gen con respecto a los genes CHS de atros organismos

se muestran en la tabla 11,

Tabla 11. Comparacion de secuencias entre quitina sintasa de E. histofyticay
quitina sintasas de otras organismaos.

Especie Identidad (%) Similitad (%)
C. elegans 30 46
A _aegypti 23 46
D. melanogaster 8 44
M 4. quisqualis 28 42
A. midulans 28 43
A. fumigatus 34 53
U. maydis 35 54
S. cerevisige 27 42

Sobre las secuencias vbtenidas se disefiaron los oligonucledtidous intemas especiticos P9
(GAAATTAAAGTTGCOGCATTGG) y P10 (AAATTACATACTGCATAAAL'TGG) para,
per medio de PCR, amplificar un fragmento de un tamario ligeramente menor (860 pb) a la
secuencia ya conocida del presunto gen dc la quitina sintasa de E. histolytica. Como
resullado de la amplificacion con los oligonucledtidos P9 y PLO se abtuvo un producto
inico de un tamado correspondiente al esperada (ver Fig. 2) cuya secuencia es idéntica a [a
secuencia conjunta de los fragmentos de 365 y 543 pb; comprobando que dicha
continuidad no es producto de una quimera y que se trata de secuencias correspondientes al

mismo gen representado en ¢l genoma de £, histelytica.
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4.3  Tamizaje de la biblioteca de DNA de E. histolytica
y secuenciacion del gen EhCHS1

Una vez corroborada la identidad de la secuencia de los fragmentos amplificados por
PCR con los oligonucleé6tidos disefiados sobre las regiones conservadas de quitina sintasas,
el siguiente paso fue tamizar una biblioteca de DNA de E. histolytica construida en el
bacteriofago A ZAP.

El primer tamizaje se realiz6 usando come sonda el fragmento de 543 pares de bases
marcado con *’P. No se us6 ¢l fragmento de 900 pares de bases debido a que los
experimentos se hicieron en paralelo y ain no se contaba con la secuencia de dicho
fragmento. Con este tamizaje se obtuvieron 3 clonas con sefial positiva. Después de la
escisién in vivo del vector correspondiente a cada clona, estos se propagaron en la cepa
XLOLR de E. coli para su analisis por medio de minipreparaciones de DNA y digestion
con las enzimas de restriccion Hind Il y Pst 1, para liberar el fragmento clonado. Los
fragmentos liberados de las 3 clonas son del mismo tamafio, aproximadamente 4 Kb, lo
cual sugiere que se trata del mismo fragmento (ver Fig. 3, recuadro A). Para comprobar lo
anterior, se determind la secuencia parcial (en ambos extremos) de las 3 clonas. El
resultado de la secuenciacion mostré que las clonas tienen el mismo inserto de DNA de
E. histolytica y que la secuencia de estos corresponde, por homologia, a la secuencia del
gen de una quitina sintasa (datos no mostrados). Se decidié realizar la secuenciacién de
solo una de las clonas seleccionadas (clona ZAP 5.2). La determinacion de la secuencia
completa del inserto se realizé por medio de la generacién de subclonas y el disefio de

oligonucleétidos especificos.

Cuando se hizo [a secuenciacion de la clona ZAP 5.2 no se encontrd el codon de inicio del
gen. Dado que, para la construccion de la biblioteca en A ZAP, ¢l DNA de E. histolytica
fue digerido con la enzima Sau 3A, se procedié a la busqueda de un sitio de restriccion
para esta enzima en la secuencia de los fragmentos conocidos (365 y 543 pb). Se encontréd
un sitio de corte para dicha enzima a aproximadamente 150 pb hacia el extremo 3" del
fragmento de 365 pb. Este resultado indica que la secuencia del gen no esta completa en
una sola clona y explica porqué no se encontrd el codon de inicio en la clona de A ZAP

analizada.
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43.1 Tamizaje de la biblioteca de DNA gendmico de E. histolptica

en A ZAP usando como sonda el fragmento de 200 pb

El siguiente paso fue hacer otro tamizaje de la biblioteca pero ahora usando como sonda
¢l fragmento de 200 pb correspandiente a la regidn §° del producto de 860 pb resultado de
la amplificacion con los oligonuclebtidos internos especificos P9 y P10, clonado
previamente en el vector PCR 2.1, Esta sonda se obtuvo digiriendo ¢l DNA del vestor que
contenia el inserto, con las enzimas Eco Rl y Sau 3A. Los productos de la digestion se
scpararon por electroforesis en un gel de agarosa y a partir de este s¢ aisld la banda de
200 pb.

En ¢l tamizaje de la biblioteca con la sonda de 200 pb se identificaron y aislaron 4 clonas
con sefial positiva que se analizaron de la misma manera que las clonas obtenidas en ¢l
primer tamizaje. El resultado de la digestion mastré que todas las clonas tenian un inserto
del mismo tamaro (aproximadamente 4.2 Kb) que se liberd en forma de dos bandas, una
de 3 Kb y otra de 1.2 Kb, producte de la presencia de un sitio de restriccion Hind lil
interno en la secuencia (Fig. 3, recuadro B). Se tomd la decision de determinar [a secuencia
dc solo una de las clonas (Clona ZAP 1.1).

En la secuencia de nucledtidos de |a regidn 3° de esta clona se identificd el coddn de inicio

del gen de la presunta quitina sintasa de £. histoiytica.
El supuesto gen que cadifica para una quitina sintasa de £. histalytica (ERCHS 1) tiene un

ORF que consta de aproximadamente 1900 pb y el andlisis virtual indica que dicho gen

cedifica para una proteina de un peso molecular aproximado de 70 kDa. (Fig. J).
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Fig. 3. Estrategia del tamizaje de la biblioteca de DNA genbmico de E. histolytica construida en el
vector A ZAP. Se representan de manera esquemitica los resultados obtenidos en los tamizajes realizados: en
el primer tamizaje usando como sonda el fragmento de 543 pb se aislaron 3 clonas cuyo andlisis reveld que
éstas contenian el mismo inserto de DNA de £ Histolytica (recuadro A). Cuando se determiné la secuencia
de nucledtidos de una de ellas no se encontré ¢l codén de inicio del ORF de la supuesta proteina (quitina
sintasa) para la cual codifica esta secuencia. El andlisis de las secuencias obtenidas en los fragmentos de
543 y 365 pb reveld la presencia de un sitio de restriccion para la enzima Sau 3A con la cual se habia
digerido el DNA para la construccion de la biblioteca. Se procedié a un scgundo tamizaje de la bibliateca
usando como sonda un fragmento de 200 pb correspondiente a la region 57 del fragmento de 365 pb. El
fragmento de 200 pb es adyacente al sitio Sau 3A y su secuencia es continua con ¢l ORF encontrado en la
clona de A secuenciada. Con este segundo tamizaje tambien se aislaron 3 clonas positivas y después del
analisis de restriceién se determiné que las 3 contenian el mismo inserto de DNA (recuadro B); se determind
la secuencia de solo una de elllas. En la figura se esquematiza la posicion del ORF del gen EhCHS1 que
presuntamente codifica para una quitina sintasa de £ histolytica.
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4.4 Posicién del gen EhCHS] de E. histolytica

La secuencia completa de las clonas de A ZAP seleccionadas en los dos tamizajes
(Clonas ZAP 5.2 y 1.1) se determiné por medio de la secuenciacién con oligonucleétidos
disefiados sobre los extremos de las nuevas secuencias determinadas. La secuencia
completa de ambas clonas representa un fragmento de aproximadamente 8 Kb (7940 pb)
(Fig. 4). Este resultado nos permiti6 identificar el locus ocupado por el gen de la quitina
sintasa en el genoma de E. histolytica. También se identificaron los marcos de lectura

abiertos (ORF) de los posibles genes vecinos al gen de la quitina sintasa en dicho locus.

7940 pb
orii ehrbi cherd?2 chehsl oiS ori arioﬁ
> > « > > <« <>

S0pp

Fig. 4. Representacion esquemitica de la regién ocupada por el gen que codifica para la quitina sintasa
(ERCHS1) en el fragmento de 8 Kb secuenciado correspondiente a las clonas 5.2 y 1.1 del bacteriéfago
A ZAP. Las regiones codificantes estin representadas por cuadros grises y la orientacion de los marcos de
lectura abiertos (ORFs) esta indicada por flechas; Los espacios conectados indican la posicién de intrones, La
asignacion de los genes fue hecha con base en la homologia de la secuencia deducida del DNA a la secuencia
de proteinas conocidas en las bases de datos. orf 1, ORF de 600 pb; rbp, Proteina B de unién a RNA; erd2,
receptor KDEL/HDEL; chsl, quitina sintasa; orf 5, ORF de 194 pb; orf 6, ORF de 371 pb; orf 7, ORF de
194 pb; orf 8, ORF de mas de 472 pb. Los ORF numerados no tienen homologia significativa con respecto a
secuencias de proteinas reportadas en las bases de datos.

En posicion “rio arriba™ y contiguo al gen de la quitina sintasa, se encuentra ¢l gen ERD2
el cual codifica para una proteina integral de membrana presente en la cara cis del
complejo de Golgi y que fue reportado previamente por Sanchez-Lopez y col. (1998).
Siguiendo hacia el extremo 5 de la secuencia, se identificaron dos ORFs de 995 y 700 pb;
los cuales de acuerdo con el andlisis de comparacion de secuencias (con ayuda del
programa BLAST) se presume que codifican para proteinas de union a RNA nuclear.

En posicién “rio abajo” también s¢ identificaron 4 posibles ORFs. ninguno de los cuales

presenta homologia significativa con respecto a otras secuencias reportadas en los bancos

de datos
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4.5  Ewsayos tipo Southero blot

Debida a que los reportes de los genes de quitina sintasa en otras especies indican la
presencia de varias isoformas del gen (genes multicopia), y a que E. Aistolytica reyuiere los
3 cofactores de las quitinas sintasas (Mg*', Mo® y Co") para formar estructuras
resistentes a SDS (Campos-Géngora et af, 2000) cuyas paredes contienen una mayor
cantidad de un polisacérido rico en GleNAe, presumiblemente quitina, (Said-Ferndndez
et af., 2001), pensamos que en E. histolytica no era dificil encontrar més de un gen que
codificara para quitina sintasa y, por otra parte, en la posibilidad de que la secuencia
encantrada en el segundo tamizaje, no correspondiera al mismo gen sino que se tratara de
una “secuencia quimera”. Se decidio poner a prugba esta hipotesis para lo cual se hicicron
ensayos tipo Southern blot. La hibridacida se hizo usanda como sonda el fragmento de
860 pb de! gen EhCHSI de E. histolptica marcado con *°P. El resultado mostré la
presencia de un solo gen EhCHSI1 en £ Aistolytica (datos no mostrados). El mismo
resultado s¢ obtuvo cuando, una vez que se determind la secuencia completa del gen
(1.9 Kb), esta se utilizo como sonda para hacer la hibridacion sobre DNA de £, histwlytica

digerido con enzimas diferentes a las usadas en el primer Southem (Fig. 9).
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Fig. 5. Andlisis tipo Southern blot del gen EnCHSI de E. histolytica y de la regién ocupada por éste.
A) Representacién esquemdtica de la secuencia total de DNA determinada en las clonas 52 y 1.1 del
bacteriofago A; se indican los sitios de corte predichos en la secuencia (con ayuda del Programa DNASIS);
también se indica ¢l tamaiio de los fragmentos esperados en la digestion con cada una de las enzimas.

B) EI DNA genomico de £ histolytica (80 pg/linca) s digirié con cada una de las enzimas de restriccion
Hine 11, Asp 700, Eco Rl, Neo 1, Hind WII, Bgl 11 y Eco RV. Después de la separacion de las muestras por
medio de electroforesis, éstas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Para la hibridacion se usé el
fragmento de DNA que corresponde al gen completo (1.9 Kb) de la quitina sintasa de E. histolytica marcado
con P. En el lado izquierdo de la imagen se indica (en Kb) el tamano de los marcadores de talla molecular.
En el cuadro de la derecha se indica el nimero (X) de sitios de corte para cada una de las enzimas.

He=Hinc 11, A=A4sp 700, E=Eco R1, N=Nco | y H=Hind IL.
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4.6  Induccidin al enquistamicato, cnsayos tipo Northern blot

En este punto, y con base en los resultados previos a este trabajo, no fue dificil pensar (y
esperar) que las amibas en proceso de enquistamiento, bajo las condicianes que nosotras
encuntramos (Campos-Gongora e¢ al., 2000), fueran capaces de sintetizar quitina sintasas
funcionales y por lo tanto, que podriamos monitorear la expresidn de los RNA mensajeros
(mRNA) dc quitina sintasa asi como la actividad de dicha enzima.

Con la adicién de los cationes al medio TYI se logré obtener formas parecidas a quistes.
La presencia de un polisacirido rice en GlcNAc (presumiblemente quitina) en la pared de
estas células se determind por medio de la afinidad de estos polisacéridos por ¢l colorante
fluorescente Calcofluor white M2R y la resistencia de las células al 0.2% del detergente

N-lauril sarcosina (resultadas no mostrados).

Para los ensayos tipo Northern blot se usd RNA de las amibas extraidu a diferentes
tiempos del proceso de enquistamiento (0, 3, 6, 12, 24 y 48 h). Para la hibridacion se usd
como sonda el gen completo EnCHSI (1.9 Kb) de £. histolytica marcado con *2P.

En ninguna de las muestras de RNA se observd una sefial positiva como resultado de la
hibridaciin con la sonda de quitina sintasa. Para comprobar la calidad del RNA, sobre la
misma membrana que contience ¢l DNA se hizo la hibridacion usando como sonda el gen
dec actina de E. histolytica. Los resultadas de la hibridacién mostraron que el transcrito del
gen de actina fuc igualmente abundante en todas las muestras de RNA, lo cual confirmé

que la calidad y cantidad de las muestras de RNA tctal eran comparables (Fig. 6).
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Fig. 6. Anilisis tipo Northern blot del gen EnRCHSI de E. histolytica. Después de la transferencia del RNA
a las membranas de nitrgcclulosa, se hizo la hibridacién usando como sonda el fragmento de 860 pb del gen
EhCHS1 marcado con P (A). Para comprobar la calidad del RNA, sobre la misma membrana se hizo una
hibridacion usando como sonda el gen de actina de E. histolytica (B). A la izquierda de la figura esta indicada
la posicion de las marcadores de talla molecular (M); a la derecha se indica Ia posicion de los RNAm de
actina. Los nimeros (0-48) indican ¢l tiempo en horas al cual se hicieron las extracciones de RNA, después
de la induccion al enguistamiento por medio de la adicion de cationes al medio de cultivo.

4.7  Ensayos de transcripcion reversa

[.a ausencia de sefial positiva en los ensayos tipo Northern blot puede deberse a la
presencia de cantidades muy pequefias de mRNA de la enzima que no son detectadas por
hibridacién con la sonda radiactiva. Para comprobar esta hipdtesis se hicieron ensayos de
RT-PCR sobre el RNA de amibas obtenido a diferentes tiempos del proceso de
enquistamiento.

Para asegurar que el RNA no estuviera contaminado con DNA, éste se tratd primero con
DNasa. A partir del RNA se obtuvo el cDNA y sobre éste se hicieron ensayos de PCR
usando para cllo oligonucledtidos especificos para CHS de E. histolytica. Los ensayos de
PCR se hicieron usando 15, 20 y 25 ciclos en la reacci6n.

A los 15 y 20 ciclos de la reaccion no hay una seiial positiva visible que nos indique
amplificacion sobre el cDNA, pero a los 25 ciclos hay una seiial visible que nos muestra un
fragmento del tamaiio esperado (Fig. 7).

Este resultado también nos muestra que no hay una diferencia en la cantidad del producto
amplificado a partir de los cDNAs obtenidos del RNA de E. histolytica a diferentes

tiempos del proceso de enquistamiento.
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Fig. 7. Anilisis de RT-PCR sobre el RNA total de E. histolytica. A partir del RNA total de amibas
obtenido a diferentes tiempos del proceso de enquistamiento y por medio de transcripcion reversa se obtuvo
el cDNA; sobre éste se hicieron ensayos de PCR usando los primers P9 y P10, especificos para el gen
EhCHS1 de £ histolytica. Los ensayos de PCR se  hicieron. usando 15, 20 y 25 ciclos en. la reaccion. Los
productos resultantes s¢ separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1% para su posterior tincion y
andlisis. La figura corresponde al resultado de la amplificagion a los 25 ciclos de PCR; los productos que se
observan en las diferentes muestras presentan el tamafio esperado (860 pb) con base en los primers que se
usaron para la amplificacion. Nétese también que no hay una diferencia en la cantidad del producto
amplificado a partir del ¢cDNA proveniente de las muestras de RNA obtenido a diferentes tiempos del
proceso de induccitn al enquistamiento en medio TYI adicionado con cationes,

Los nimeros en la parte superior de la figura representan el tiempo (en horas) al cual se hizo la extraccion de
RNA, después de que se indujo a la diferenciacion (para una descripcion mas detallada ver material y
métodos). La muestra’ de RNA obtenida a las 48 h estaba contaminada con un material parecido a
polisacaridos. A la izquierda de la figura se indica la posicién (en pares de bases) de los marcadores de talla
molecular y en el primer carril se observa DNA amplificado que sirvié como control de la reaccion de PCR.

4.8  Expresion de la Proteina ERChS1 de E. histolytica en un sistema bacteriano

Para expresar la proteina correspondiente, el gen ERCHSI se clond en los vectores de
expresion pJC45 y pHisT7. Previo a la clonacion del gen ERCHSI1 en los vectores se
comprobd por medio de secuenciacién que no habia errores en el marco de lectura de los
insertos. Los andlisis de expresion se hicieron en 5 clonas positivas (pJC45/EhCHS) y en
4 clonas positivas pHisT7/EhCHS).

Como cepa hospedadora para el vector pJC45 se uséd la cepa pAPLAc y para ¢l vector
pHisT7, las cepas BL21-DE3 y BL21-DE3 pLYS de E. coli. La induccitn de la expresion

en ambos sistemas se hizo por medio de la adicion de IPTG. Después de la induccion, se
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obtuvieron los extractos del cultivo bacteriano y por centrifugacién se separaron las
fracciones del precipitado y sobrenadante; el andlisis de las proteinas se hizo en geles de
poliacrilamida-SDS.

Se realizaron 3 ensayos modificando las condiciones experimentales (tiempo de incubacion
de los cultivos, concentracion final de IPTG: 0.5 mM y 1 mM, método de extraccion de las
proteinas totales) y en ninguno de ellos se obtuvieron los resultados esperados.

En la Fig. 8 se presenta la imagen de un gel de poliacrilamida-SDS en uno de los intentos
para determinar la presencia de la proteina EhChS recombinante; en esta serie de ensayos
no se pudo observar la banda correspondiente a la proteina esperada cuyo tamaifio tedrico
(73 kDa), calculado en base a la secuencia de Aa, se indica con la flecha a la derecha de la

figura.

60 =

42 =

30 =
22
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Fig. 8. Analisis de la expresion de las proteinas recombinantes en el sistema bacteriano.

La imagen representa uno de los andlisis en geles de poliacrilamida-SDS de las proteinas obtenidas a partir
de los extractos de E. coli cepa BL2IDE3pLYS transformadas con ¢l plasmido pHisT7 que acarrea ¢l gen
EhCHS 1. El andlisis se hizo tanto en las proteinas sedimentables a 12,000 x g (PP) como en ¢l sobrenadante
(Sn) de esta fraccion. A la izquierda de la imagen se indica la posicion de los marcadores de peso molecular,
Carriles 1 al 4: extractos de la clona control (BL2IDE3pLYS sin inserto); camiles 5 al 8: clona
BL2IDE3pLYS que acarrea el inserto ERCHS. El signo (+) representa ¢l cultivo adicionado con IPTG, ¢l
signo (-), cultivos sin [PTG. La flecha representa la posicion esperada de la proteina recombinante (73 kDa),
calculada con base en el tamaiio predicho de acuerdo a la secuencia de la proteina. El gel fue tefiido con azul
de Coomassie y posteriormente digitalizado para su presentacion.
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Se comprobd, por medic de secuenciacién directa sobre los vectores pJC45/EhCHS y
pHisT7/EhCHS, que los fragmentos clonados tienen la orientacidn correcta y que se

conserva el marco de lectura en las clonas analizadas.

4.9 Tamizaje virtual en TIGR-Bank para buscar otro posible gen EhCHS

Usando como sonda la secuencia del gen Eh-ChS de 1.9 Kb, se realizé un "Tamizaje
virtual” sobre las secuencias de DNA de E. histolytica reportadas en el banco de datos de
TIGR (The Institute for Genomic Research: www.tigr.org/tdb/edb2/enta/htmls/). En este
proyecto hacen la secuenciacion parcial automatizada de clonas de DNA gendémico (de un
tamarfio aprox. de 2 Kb) de E. histolytica con oligonucledtidos estandar Forward y
Reverse). Se encontré que las secuencias parciales de 4 de las clonas reportadas en esta
base de datos presentan una homologia del 94 y 99% (tanto en la secuencia aminoacidica
como en la nucleatidica), con respecto a la secuencia determinada para el gen EhCHSL1.
También se encontré que las secuencias parciales de otras 3 clonas (ENTBZ92TF,
ENTIB40TR y ENTIF28TF) presentan una homologia que va del 44 al 47% (en la

secuencia de aminoécidos) con respecto a la secuencia del gen EnCHS 1.

Las clonas ENTBZ92 y ENTJF28 presentaban la misma secuencia, tanto en sus extremos
5" como en ¢l 3', lo cual indica que acarrean el mismo inserto de DNA de E. histolytica.
Mientras que la secuencia Forward de la clona ENTBZ92 tiene una identidad del 97%
(251/259 nucledtidos) con respecto a la secuencia Reverse de la clona ENTIB40.

Cuando se hizo el alineamiento de estas dos secuencias (ENTBZ92TF y ENTIB40TR) se
obtuvo, en conjunto, un fragmento de aproximadamente 448 Aa (con una region de
traslape entre las clonas de aproximadamente 82 Aa). La comparacion de esta secuencia
con la secuencia del gen EhRCHS1 muestra una homologia del 42% en el extremo carboxi-
terminal. En esta zona se identificaron las regiones consenso caracteristicas de las
diferentes CHS reportadas en los bancos de datos para otros organismos. La comparacidn
de csta secuencia (CHS de TIGR) con las secuencias reportadas en los bancos de datos
{con ayuda del programa BLAST), muestra una similitud del 45-50% con respecto a la
secuencia de quitina sintasas de otros organismos entre los que podemos mencionar Brugia

malayi, Dirofilaria inmitis y diversos hongos.
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Con estos resultados, se procedid al disefio de oligonucledtidos especificos sobre las
secuencias ENTBZ92TF y ENTIB40TR y sus respectivos extremos complementarios
(ENTBZ92TR y ENTJB40TF) para amplificar, por medio de PCR sobre DNA genémico
de E. histolytica, la secuencia completa de este nuevo gen (EhCHS2) que posiblemente

codifica para una quitina sintasa de E. histolytica diferente a la codificada por el gen
EhCHSI.

La Fig. 9 muestra de manera esquemdtica la estrategia seguida para el tamizaje virtual del
banco de datos TIGR.

Eh-CHS (1,9 Kb)
22 35 427 499 59 g
ORRRW
ENTBZSZTR ENTBZS2TF
—. -~
Bﬂﬂ!ﬁ lBW.BQTF
ENTUF28TR ENTJF28TF
-—
- e -« -
PS5 PA PB P3
Eh-CHS (TIGR)
Aavs EhCHS1= 42%
o ENTBZ92TF + Bﬂw vs BLAST = 48-50%

Fig. 9. Representacion esquemitica de la estrategia seguida para el tamizaje virtual del banco de datos
TIGR-BANK wusando como sonda la secuencia determinada en este trabajo correspondiente al gen
EhCHSI de E. histolytica. Se indican los nombres de las clonas cuya secuencia presenta una homologia del
40-50 % con la secuencia ERCHS1, y que posiblemente corresponden a un nuevo gen ERCHS. También se
indica la posicion de los oligonucledtidos disefiados en esta primera etapa, para la amplificacion de esta
nueva secuencia sobre el DNA gendmico de £ hisiolytica. En el cuadro se indica el porcentaje de similitud
de la secuencia de aminodcidos conjunta de las clonas ENTBZ92TF y ENTIB40TR con respecto al gen
EhCHS1 y con respecto a CHS de otras especies reportadas en los bancos de datos.

Con los oligonucledtidos disefiados (PA y PB) fue posible la amplificacion de un
fragmento de DNA de 1107 pb. De los 369 Aa deducidos a partir de esta secuencia, 308
Aa presentan una identidad del 100% con respecto a los Aa deducidos a partir de la

secuencia que corresponde a las clonas reportadas en TIGR-BANK.
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El analisis de la secuencia de dicho fragmento con ayuda del programa BLAST, reveld una
alta homologia (43-50%) con respecto a secuencias correspondientes a quitina sintasas de
especics diferentes a las encontradas en el analisis para el gen ERCHS1, Mientras que el
alineamiento pareado con la secuencia comespondiente al gen EhCHS1 demuestra una
homologia del 42%.

La evidencia antcrior indica que esta nueva secuencia corresponde a un nuevo gen EhRCHS

que posiblemente codifica para una quitina sintasa en estc protozoario.

Debido a que en ¢l andlisis de la secuencia determinada (correspondiente al gen ERCHS2Z,
con un ORF que consta de 369 Aa) no se observaron mi el coddn de inicio ni el coddn de
terminacion de esic posible gen, ¢l siguiente paso fue el disciio de oligonucledtidos
especificos sobre las secuencias complementarias a las clonas ENTBZ92 y ENTIB40
(secuencias: ENTBZ92TR y ENTIB40TF), buscando con ello la amplificacion por medio

de PCR de las regiones conrespondientes a los extremos 5° y 3”7 del nuevo gen (Fig. 9).

En el analisis de las secuencias obtenidas a partir de los nuevgs fragmentos amplificados
tampouco se encoatraron los codones de inicio y terminacidén del gen ERCHS2, indicando
quc se trata de un ORF mas grande que el correspondiente al gen ERCHS1.

Con la secuencia determinada hasta el momento sc recalizo, de manera sccuencial, un nuevo
tamizaje electrdnico sobre las secuencias reportadas en TIGR-BANK, seleccionando las
clunas cuya secusncia presenta una regidn de traslape con respecto a la secuencia previa
determinada y disefiando sobre dichas secuencias nuevos oligonucleotidos que permitieran
la amplificacion de los fragmentos por PCR, a partic de DNA gendémico; con los
subsecuentes procesas de clonacidn y secuenciacion.

Con esta estrategia fue posible determinar (a secuencia completa del gen EhCHS2 de
E. hisiolyrica, desde el codon de iricio hasta el codon de término, Dicha secuencia presenta
un ORF de 2943 pb (correspondientes a 981 Aa), sin regiones no-codificantes (intrones)
que interrumpan dicho ORF.

El gen EhCHS2 tiene un ORF mas grande que el gen ERCHS, lo cual va mds de acuerdo a
los datus yue se tienen de genes de quitina sintasa de otros organismos como nematodos
(Brugia malayi, Caenorabditis elegans), e insectos (Aedes aegypti, Drosophila
melanogaster, Lucilia cuprina) ademas de su mayor similitud con los gencs que codifican

para quitina sintasas de la clase I[l de hongos ¥ levaduras.
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Ademas, en el fragmento de 4700 pb cuya secuencia se determind, se identificaron los
ORF de los genes adyacentes al gen EhCHS2.

4.10 Posicion del gen ERCHS2 de E. histolytica

En la Fig. 10 se puede observar la estructura del gen ERCHS2 asi como la regién que
ocupa dicho gen en el genoma de E. histolytica, ademds de la presencia de los genes
adyacentes. Hacia el extremo 5°, contiguo al gen EhCHS2, se encuentra el ORF
correspondiente al gen que codifica para la proteina ribosomal L39 (Ehrp) y adyacente a
éste se encuentra el gen que codifica para la proteina calmodulina (Ehcal); la secuencia
parcial de este gen fue reportada por Tanaka y col. en 1997 y posteriormente la secuencia
completa del gen se determiné en este laboratorio (datos no publicados). Por otra parte, en
el extremo 3" de la secuencia se encuentra el gen EhbpFK506 que codifica para la proteina
de union FK506. La identificacion de los genes correspondientes se hizo con base en su

homologia con las secuencias previamente reportadas en los bancos de datos.

4700 pb
L 1
1
ehcal ehrp ehchs2 ehbpFK506
— R —
500 pb
| P

Fig. 10. Representacion esquemitica de la regién ocupada por el gen que codifica para la quitina
sintasa (EhCHS2) en el fragmento de DNA de E. histolytica secuenciado. Las regiones codificantes estin
representadas por cuadros grises y la orientacion de los frente de lectura abierto (ORF) esta indicada por
flechas. La asignacion de los genes fue hecha con base en la homologia de |a secuencia deducida del DNA a
la secuencia de proteinas conocidas en las bases de datos. cal, calmoduling; rp, proteina ribosomal 1.39; chs2,
quitina sintasa; bpFK 506, proteina de union FK506.
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4.11  Analisis del gen ERCHS2 de E. histolytica
4.11.1 Analisis tipo Southern blot

Para el anilisis de Southern blot, el fragmento de DNA de 910 pb correspondiente a la
region central (nucleétidos 1080 al 1989) del gen EnCHS2 se usé como sonda para realizar
la hibridacion con el DNA de E. histolytica. El andlisis se hizo bajo las mismas
condiciones que las usadas con el gen EhCHS1. En la Fig. 11 se muestra el resultado de
dicha hibridacion; se observa la presencia de una sola banda correspondiente al producto
de la hibridacion especifica con el DNA de la sonda EhRCHS2. Este resultado permite

determinar la presencia de un solo gen EhCHS2 en el genoma de E. histolytica.

A
4700 pb
[ - EhCHS2 j——1
A 3700 pb A A
N E 316 E Hc B
H 3880 pb H
B
Hinc Il 1X
Asp700 13X
=¥ EcoRl  2X
94 Ncol 1X
6.5 Hind Il 2X
Bglll 1X
43 EcoRV No
2.3
2.0
1.2

Fig. 11. Analisis tipo Southern blot del gen ERCHS2 de E. histolytica.

A) Representacion esquemdtica de la secuencia total de DNA determinada (aprox. 4 Kb). Se indican los sitios
de corte predichos en la secuencia (con ayuda del Programa DNASIS); también se indica el tamafo de los
fragmentos esperados en la digestion con cada una de las enzimas.

B) EI DNA genomico de I histolytica (80 pg/linea) se digirid con cada una de las enzimas de restriccion
Hine 11, Asp 700, Eco RI, Neo |, Hind 111, Bgl 11 y Eco RV. Después de la separacion de las muestras por
medio de electroforesis, se hizo |a transferencia de éstas a una membrana de nitrocelulosa, Para la hibridacion
se uso un fragmento de DNA de 910 pb correspondiente a la regin catalitica del gen ERCHS2, marcado con
“p.Enel lado izquierdo de la imagen se indica en Kb, el tamao de los marcadores de talla molecular. En el
cuadro de la derecha se indica el nimero (X) de sitios de corte para cada una de las enzimas. He=Hinc 11,
A=Asp 700, E=Eco R1, EV=Eco RV, N=Nco I, B= Bgl 1l y H=Hind 1|
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4.11.2 Andlisis tipo Northern blot

Al igual que en los ensayos con ¢l gen EhCHSI, cuando el gen ERCHS2 se usé como
sonda para hacer la hibridacién sobre el RNA total de E. histolytica obtenido a diferentes
tiempos del proceso de induccion al enquistamiento (en presencia de metales divalentes),
no se pudo determinar la presencia de mRNA correspondientes a quitina sintasa de este

organismo en ninguna de las diferentes etapas analizadas (datos no mostrades).

4.11.3 Expresian de la proteina en sistemas bacterianos

Cuando la secuencia del gen ChCHS?2 se introdujo en los vectores de expresidn, siguiendo
los mismos protocolos que los descritos para los andlisis de expresion de EhCHSI en
sistemas bacterianos, tampoco se pudo lograr la sobre-expresién de la pruteina

recombinante EhChS2 cn estos sistemas (datos no mostrados).

4.12  Auilisis de la estructura de los genes EnCHS1 y ERCHS2.
Ensayos tipo RACE

En las Figs. 12 y 13 se esquematiza la estrategia seguida para determinar los sitios de
inicio y terminacion de la transcripeion en los genes ERCHS | y EnCHSZ, respectivamente.
Los ensayos de amplificacion por el método de Amplificacién Répida de Extremos de
c¢cDNA (RACE= Rapid amplification of ¢cDNA End) permitieron comprobar que los
codones de inicio y terminacion de la transcripcidn determinados previamentc para cada

unag de los genes, corresponden realmente a dichas regiones.

Los ensayos de PCR sobee el cDNA de £ histalytica permitieron la amplificacion de un
fragmento de aproximadamente 250 pb, parza el gen ERCHSI| y un fragmento de
aproximadamente 135 pb para ¢! gen ERCHS2.

El analisis de la secuencia de dichos fragmentos permitié determinar que, para el gen
ERCHSI, ¢! inicio de la transcripeidn se encuentra aproximadamente a 75 pb en posicion

rio arriba de! codon ATG; mientras que para el gen ERCHS2, dicha region se localiza a
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40 pb del codén de inicio. La cola de poli-A se localiza a 53 y 19 pb hacia el extremo 3' del
coddn de terminacion de los genes ERCHS | y EnCHS2, respectivamente.

ATG o TAA
GOGGGG- g e A
f p-28 CHStass p-17 P Otigo T
Transforasa ¢ il -+ J
Terminal  * yranscripcion Reversa (>157 pb) i Hhab kb
1
_DNasa PCR/ "ot ar (108 pb
RN Ao
“R-T
‘ * PCR: p28 + CHS1as$§’
PCd CHS1ass’
Qligo dC {(>157 pb) < 250 pb
€157 pb
<« Dimeros de primers
PCR: CHS1as5™ +
Oligo dC
Eh-CHS1 ORF 1.9 Kb
5 3
Start
CCCCCCCC —— 75 bp—[ATG %’. 53bp—— AAAAAAAAAAAA

Fig. 12. Analisis RACE-PCR del gen ERCHSI1. Esquema que mucsira |a estrategia seguida para determinar
los sitiosde inicio y terminacion del gen ERCHSI por medio de la amplificacion rdpida de los extremos del
cDNA. También se muestran los resultados obtenidos en los experimentos y la longitud de las regiones no
traducidas resultado del andlisis posterior a la clonacion y secuenciacion de los productos generados por RT-
PCR
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ATG

GGGGGG -/ f-
~ -« < > -
/‘ Ol JG13as22 CHS2&as2d BE28.524 Otigo dT
Transferasa | J

Terminal R-T (>122pb)

*)
“DNagy (-
A

Transcripci6n Reversa (>115 pb) g
&

/ o DNasa -
()
\\v/ RiT

D,
RNy
]
g
4

< .
pcr| o CHS2Kpn + JG13as22
4 Dimeros de primers
Eh-CHS2 ORF 2.9 Kb 3
& s 4
K1 ccoccecs—— uo po—fRTC TAR—— 19 pb—— AAAAAAAAAAAA

Fig. 13. Andlisis RACE del gen EnCHS2. Se esquematiza la estrategia seguida para determinar los sitios
de inicio y terminacion de la transcripcion del gen ERCHS2 por medio de la amplificacion rdpida de los
extremos del cDNA. También se muestran los resultados obienidos en los experimentos y la longitud de las
regiones no traducidas resultado del andlisis_posterior a la clonacion y secuenciacién de los productos
generados por RT-PCR

4.13  Transfeccion de E. histolytica con los genes ERCHS1 y EhCHS2
4.13.1 Anilisis tipo Northern blot de amibas transfectadas
Después de la transfeccion de E. histolytica con la secuencia de los genes EhCHSI y
EhCHS2, se realizo la extraccion del RNA para realizar los ensayos de hibridacion con las
sondas respectivas; comprobando de esta manera la expresion de los mensajeros

codificados por las secuencias acarreadas por los vectores plasmidicos.

En la Fig. 14 se pueden observar los resultados de la hibridacion con el RNA obtenido

a partir de las amibas transfectadas con el vector que acarrea el gen de resistencia a
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neomicina (vector NeoCass-) modificado con los genes ERCHS1 y ERCHS2. Posterior a la
transfeccion, las amibas fueron seleccionadas por su resistencia al antibidtico G418.
Nétese la presencia de transcritos correspondientes a los genes mencionados en las amibas
transfectadas con el vector Neo Cass/inserto; dichos transcritos no estdn presentes, en
cantidad detectable, en trofozoitos sin transfectar.

Neo CHS2
HM-1 Cass  -Neo

&=

P K i N
P Al
PO it Lbbih !
NS R A e

Fig. 14, Analisis tipo Northern blot de E. histolytica transfectada con el vector Neo Cass que acarrea los
genes ERCHSI (A) y EhCHS2 (B).

RNA total de cada una de las muestras (10 pg/linea) se depositaron en los carriles. Después de su scparacion
por medio de electroforesis, las muestras se transfirieron a juna membrana de: nitrogelulosa; Para la
hibridacion en los respectivos ensayos se 'usaron come sondas, ¢l fragmento total (1.9 Kb) del gen ERCHS 'y
¢l fragmento de 910 pb correspondiente al dominio central del gen ERCHS2, marcados con 2p_El analisis se
hizo bajo las mismas condiciones que las determinadas para los anteriores ensayos Northern blot. Para
comprobar la calidad y cantidad de cada mucstra de RNA, sobre fa misma membrana ‘se hizo la hibridacion

usando como sonda un fragmento del gen de actina de £ histolytica. A |a derecha estd indicada la posicion
de los genes de acuerdo a su tamafio (en pares de bases).

Lincas: HMI1: RNA obtenido de trofozoitos sin transfectar.
NeoCass: RNA obtenido de trofozoitos transfectados con el vector NeoCass solo.

CHS-Neo: RNA obtenido de trofozoitos transfectados con el vector Neo Cass modificado con el gen
EhCHS! o ERCHS2
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En la Fig. 15 se observan los resultados de la hibridacion con el RNA obtenido a partir de
las amibas transfectadas con el vector que acarrea ¢l gen de resistencia a higromicina
(vector Hyg-TetR O Cass). Después de la transfecci6n, las amibas fueron seleccionadas de
acuerdo a su resistencia al antibidtico higromicina presente en el medio de cultivo
(10 pg/ml).

Para inducir la expresion de los mRNA correspondientes al gen que codifica para quitina
sintasa (ERCHS1 o EHCHS2), los cultivos de E. histolytica fueron adicionados con
tetraciclina hasta una concentracién final de 5 pg/ml.

En las imédgenes se nota claramente la presencia de los transcritos correspondientes a los
genes después de la adicion de tetraciclina al medio de cultivo. La cantidad de transcritos
esta en relacion directa con el tiempo al cual se hizo la induccion; asi, a las 48 h después de
la adicion de la tetraciclina, la cantidad de transcritos es mayor cuando se compara con las
muestras tomadas 24 h después de la induccion. Nétese también que la cantidad de muestra

(RNA) en cada uno de los carriles es similar a la de los controles.

HM-1+ VECTOR
CHS!1-Hyg +Tet (24h)
CHS1-Hyg+Tet (48h)
HM-1+ VECTOR
CHS2-Hyg - Tet (K)
CHS2-Hyg +Tet (24h)
CHS2-Hyg+Tet(48h)

Fig. 15. Anilisisis tipo Northern blot de E. histolytica transfectada con el vector HygtetR O Cass
modificado con los genes ERCHS1 (A) y EnCHS2 (B). Las condiciones experimentales son las mismas que
las descritas para la Fig. 12. A la derecha estd indicada la posicion de los genes de acuerdo a su tamafio y a la
izquierda se indica el tamaiio de estos en pares de bases.
Lineas: HMI: Trofozoitos sin transfectar.
HM-1+ VECTOR: Transfectados con el vector solo
CHS1-Hyg -Tet (K): Transfectados con vector + EnCHS|
CHS1-Hyg +Tet (24h): Transfectados con vector + ERCHS1. RNA obtenido 24 h después de la
induccién con tetraciclina.
CHS1-Hyg +Tet (48h): Transfectados con vector + ERCHS 1. RNA obtenido 48 h después de la
induccidn con tetraciclina,
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4.13.2 Amalisis tipo Western blot

4.13.3 Deteccién iumunolégica de las proteinas

Los anticuerpos anti-quitina sintasa de £. histolytica sc generaron contra péptidos de 15
aminodcidos de longitud de cada una de las secuencias de los genes EhCHS; para ello, se
sintetizaron las secuencias [H3N- CRLRGVERDQSYADD — CONH; (aminoacidos 148 al
162) y HoN ~ KRIFDKYSEPPQSGC — CONH; (aminoacidos 291 al 305) de la secuencia
dc los genes EhRCHS 1 y ERCHS2, respectivamente.

Para facilitar e! reconocimiento de las proteinas, se buscd que dichas secuencias estuvieran
sobre las regiones hidrofilicas de las presuntas proteinas para evitar que los dominios que
contienen las secucncias de reconocimiento para los anticuerpos quedaran inmersas cn la

membrana, dificultando de esta manera su reconocimiento.

En un andlisis preliminar retando el suero total obtenido a partir de los animales
inmunizados se logrd identificar la presencia de proteinas (extractos totales de trofozoitos
no transfectados) que fueron identificadas de manera especifica por los anticuerpos. Las
seflales identificadas presenlaron ¢l tamafo correspondiente de acuerda al tamafio tedrico
calculado para las quitina sintasas.

Después de comprobar por medio de Northern blot la expresidéa de los mcnsajeros
codificados por las secuencias acarreadas por los vectores plasmidicos en las amibas
transfectadas, el siguiente paso fue hacer el analisis de la sobre-expresion dJe las proteinas
quitina sintasas que s¢ presume estan siendo codificadas por los genes ERCHS1 y ERCHS2
en ¢l protozoario £ histofytica. Para ello, los extractos totales de proteinas de amibas
transfectadas (productos de fa lisis y extraccidn con SDS) se someticron al anélisis tipo
Western blot con los anticuerpos mencionados, Desafortunadamente, después de la
obtencién del suero total y purificacion de los anticuerpos, no fue posible reproducir las
resultados obtecnidos con anterioridad sobre los extractos totales de trofozoltos no
transfectados, ni en los extractos de las amibas transfectadas e inducidas a la expresion de
las proteinas recombinantes. No sabemos si los resultados obtenidos en los ensayos
preliminares fueron artefactos de {as condiciones del anélisis o si durante el proceso de
purificacion de los anticuerpos, estos sufrieron alguna modificacion que les impidia

posteriormente el recongcimiento de Yas proteinas.

10)



Quitina sintasas de E histohtica. ECG
Resultados.

Para eliminar la hipitesis de que la falta de reconocimiento por los anticuerpos se debe al
enmascaramiento de [os sitios especificos en las proteinas, se obtuvieron los extractos de
proteinas correspondientes al precipitado y sobrenadante en el proceso de separacidn
durante la ¢xtraccion dc las proteinas solublcs presciites e el citoplasma y de las proteinas
unidas a membrana, estas dltimas obtenidas como resultado de {4 extraccidn con el
detergente octil-glicosil.

Cuando estas fracciones s¢ retaron contra los adticuerpos anti-CHS, sc obtuvo €] mismo

resultado que en el andiisis de las proteinas totales extraidas con SDS.

4.14  Anilisis de la estructura primaria de las proteinas que presuntamente

son ¢odificadas por los genes ERCHS1 y ERCHS2

La secuencia de! gen ERCHS] presenta un ORI potencial de 643 Aa mientras que el
ORF deducido para ERCHS2 comprende 981 Aa.

En las Figs. 16 y |7 se observan las secuencias completas de los genes ERCHSI y
EhCHS2, respectivamente. En cada figura también se presenta la sccuencia de Aa deducida
con base en la secuencia de nucledtidos determinada para cada gen; se indica también (a

posicion de la secuencia usada para generar los anticuerpos.

FhERDZI «
gataaactaattctttgtagatttaatcte
I +1
deqttl,ttctgaaataaaal.aaLaaaatttaaaLaaaaagaadaaaaLtctcaccaaaacaa%aa
tcttttegtttetgagaaagatacatttgttctaatgastataaattgaaatgaatagtcatagacctaata
dtgdaygtadtcaaggagagqaaattgaagagttcecttcactacttcctgatgatcaagaagttaatttaacyg
M S N Q G E E I EE F P S L L P DO QE V N LT 24
aaagaaacaaaagdadctgctaaagctttagaacaacccocctgttatagaaattattgatggaaataaatat
K E T K E T A KA UL E Q P F V I E I I DG N K Y 43
gaagcataccgagaasaaatgaaactgtttgggatttttgttgctattaacgttattittattgtattegtt
E A Y R E KM KL F G I F Vv a I NV I F I V F V¥ 72
caaaccgcttcatctettgetgttcaattagtttuctratgttatatcatattttcagecatttccaaaatte
o T A § S L A YV Q L V F 6L ¢ Y 1T I F S ATF ? KF 9€
ttatttgggtctatacttcaaaaatgtaagectocacgtceccgtgcaccaccaattaataaaactgatgttgat
L F G s I L Q@ K¢ K P HV RAGTEPTINTEKTOUV p 120
yddydagalggayddcgagtatggeacgtLicaagtgaaatgbt tacatgtouctet tytgyglylgactiyc
E E 0O GE® RV W HV S 8 EMTFIKTCUZPSTCGOCDOC 14

Fig. 16 Parte A.
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ggtgotcaaaattattgtacagaatgtggacaaagtgttgadacatgagcatceccaattttgcttagtgttegt
G G ON T ¢ TECGCGQ S VETH®ETETHETEIJ L L S V C 168
ttgacagttcatcatgaagatgcatetggtgttgsagggggtataagaagttttgaaattagtgttttacca
L T v H H E DA 83 6 V E GG I R S F E I §S VvV L P 192
tttgaaccaaagtattgtcaattaatttttgttaltigatggaagaagagatagaaatatgcaaattgattat
F E P K Y € Q L I F VvV I DG R RDZERNMGQ I D Y 216
caacaactagaaacagcttcattecattatttgtagacttegtggagttgaaagagaccaaagttatgcagac
¢ Q L E T A& S$ F I I € R LB GV E R D Q S Y A D 240
gatgatggtgqttattagatttasagatggaaaaggagatccaagaatattagaagatggaatggetgtqtat
D D G v I R FHKDG K G D PR RTULUETDGWMM®AUVY 264
gaaggaattcttgaaagtggaatgaattggattgtattattgaaaaagaaaaatggaggaaaaaggcatrtect
E G I L BE S GM NW I V¥V L L K KIE KW NGG KR H S 2938
catgaagttttttttgattatatggatagaggaattactegtaaaacagcaaaagraattatgttigttgar
H E V ¥ F DY M 0O R G I THKTAIKATIMUFEF V D 312
agtgatgttgaattigcatgggaaggaaatgaaaggggattaatggaaatgtataatgggttattaaaaaga
S D vV E F A W E 6 N ERGILMNEM Y N G L L K R 33
gaagccatgggaggtgtttgtggagaaattgaagttgegeattggtataaaaatccattaacaatgtgtcag
E A M G 6 VvV C G E I E v A H W Y K N P L T M C Q 3640
tattttgaatataaatcaaatceaattittagoctaagacatttyaaaattggttecggaeatyggtcacttyctta
Y F E Y K § N Q F L & KT F E N WF GM VT C L 384
ccaggtgettittctatgattecggecacaagetatggaaacagtattaaatgaatatitagcaacttecact
P G A F s M I R P g A M E T V L N E Y L A T S T 404
Lctatatgggaaaaqaatcagttggatcttggagaagatagaacactaaccacactcttagtagaaaaagqgt
§ I W E K N 9 L D L 6 E DRTL T T L L V E K G 432
tgogatacdygtbtatgtasctaaggetgttgracataccgacyvaccatbtactttagttggacttattaaa
W DT G Y v T K A VvV A H T D A& P F T L V G L I K 456
caaacaagaagatggattaattctacaatagtcaatatggqtattttgttacaaaqaattagaaqaccagta
el N S T I VvV N M G I L L Q R I R R P VW 480
gttcttccuttgttggtctctttgtttattgaattgtfaagttrttttatgcttccttgrgctgttgttatq
v L P L L v s L F I E L L & S5 ¥ M L P C A V v M 504q
ttyLLldbtcaaatctttgotgattgtygdytaaataaagetatbttycattygyagttecttgttetitggta
L, F I Qg I F A D CG V N KA I ¢ I &V L V L W L 528
gccttgcttataacatttagtctaacaagtaagattgaagatatggaatattggtttcaagecatcaaccatt
A L L T T F $ L T s KR TIT E DM FE Y W F Q@ n S T I 552
attggtggatttttagtttttcttatgattattggggttattcaaaatgtttcaggattectttgacaaqgecac
Al G LGINE) I VAR AR EADIG\NVISWINILNINSUG . F P DK JH 576
togettgaactiteggttatgtigtegtgggtotttartattgtgiitgetgecaattattcatggrcaatyy
W L E L §S V ML S w Vv F I T V F R A I I H G Q W _ ggg
ttttctatatttaacgttgttgctccagttgigtggttecttttaacaccratgatgtatgtcattattcceca
F 8§ I P N V ¥V A F V V W F L L T P ™M ¥ Y V I T P 624
atttatgcagtatgtaatrttgatgatgtttcgtggggaacacgaggaggagtttaagaasagatagtttaa
I Y AV C N F DD VvV 8 W G TTURG G VvV STOP 642

gaaaagatagtttaactcttticttaattectaatctaacaacttaattatittaddagadadddaaaaaaddda
+56 Poly-AAA

Fig. 16. continuacion:

Secuencia de nucleotidos y aminedcides deducidos del gen ERCHS1 de E. histolyfica. La secuencia de
aminodcidos esta indicada baja los nucledtides codificanies {cadigo de una letra). La secuencia QRRRW
represeniativa de las quitina sintasas estd encerrada en un cuadro sombreado y la secuencia que fue usada
como souda en el tamizaje del banco de DNA, ensayus tipo Southem y Nuthern blol, estd subrayada. La
posictan y secuencia de las peptides que se usaron para generar los anticuerpos estd indicada por letras
remarcadus ¢n negro y encerradas en un cuadro. Se¢ indican también las secuencias de las regiones no
traducidas hacia los extremos 3° y 5° del gen. La pusicion de los codones de inicio y tetminacion esta
indicada en cursivas subrayadas. En (a regidn UTR 57, se puede observar la presencia del supuesto elemento
iniciador de la transcripcidn GAAAG ubicado 75 pb “ric arriba” del codon de inicio de la traduceidn.
También se indica |a posicidn del sitio de inicio de la transeripeion (+1).
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taagctrEastlttaaaatt
Hfataccacaaattatttctttcatttca
ttgagaataaaaatgttattagtagtaaaaaagazaaacttaaaaa
f+1

aaattttaataacttttttattfgdusGficatttagctatgatttaaatgtataacttggttcaattaaaqgt
atggcaaactecttgatactgaaaattaaaaagtigatagoaagagtagttattggtgcaacgttaatgace

M A N S L I L K I K K L I A K V V I G 2 M L M I 24
tttaatactgtacttataacaattcacaaaatgtcagtgagtttccttattactcaattatttattagacac

F NN T VvV L I T I H K M $§ V 8 F L I T @ L F I R H 48
gatgcatttgtaccaaatghaattgtattaacttttgcacoaatgatyttaclattttattgtittitataaa

oA F V PNV I VvV L TF a9PMMILTILF Y CF Y K 72
tatttgttctatgaagaaacteccaaaacagtegtttattttttatttattagaaggaattattgaagyggygay

Y L F ¥ E E T P K 92 S F I F Y L L E G I I E G G 96
tcacaggggattgcattaataattttaattttettttatgaaaatacacaacaatatattactatgttatat

§ ¢ G I a1 I T L I F F Y BEWNTOGQQY I TW®MW L Y 120
attqagttagtatcatttgtaccatttatttgttgttcaatgoctaagrrtaaaacgttgtcaattaaatgga

r £ . v § F ¥V P F I ¢ C $ M P KL K B C Q@ L N G l44
attatattattaatatcatcaatatttccaattgtaactgcagttataattagtattcattataggttttat

I I L. L I § § 1 F P 1 vV T A Vv I I § I H Y R F Y le8
tggcaaattattacagttgatcttttgtttgttyclecttattggaggtcatacttaacagggttgtctagg

W ¢ r r T v D=L L FF V AR P Y W R S ¥ L T G L & R 192
ggttatataaaacaaatagagaadacategttattttacttcatttattagagaattaacaaaaattattggt

G ¥ I K Q I E K H R Y F T S F I R E L T K I I G 216
ttaataatzaggttactgrtttgtgtattacactaatcaaattaatccaactgaacgttggttgatcaatcaa

L I 1 ¢ ¢ ¢C F v ¥ Y T N § I N P T E R W L I N Q 240
atttatctgcticcattgtgttgecagtttattaattecttttatacttcaaattactatttcttggggaatg

[ ¥y L L P L € C€C s L L I P £ 1 &L 2 I T I S5 W & M 264
aaggcetgctettoctattacaacagcaacactaccaatggtaataicaattattacagetctctcactctat
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Fig 17. Partc A.
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Fig. 17, Continuacidn:

Secuencia de nuclestidos y aminodcidos deducidos del gen ERCHS2 de £, hisvolyrica. La secuencia de
aminuacidos estd indicada bajo los nucleotidos codificuntes (cidigo de una letra). La secugncia QRRRW
representativa de las quitina sintasas estd encerrada en un cuadro. La posicion y secuencia de los péptidas que
$e usaron para generar los amticuerpgs estd indicada por letras remarcadas en negro y encerrudas en un
cuadro. Se indican también las secuencias no traducidas hacia los extremos 3" y 57 del gen. La pasicidn de
los codonies de inicio y terminacidn esid indicada en cursivas subrayadas. En la region UTR 5°, 42 gb
“rio arriba” del caddn ATG, se puede ohscrvar I8 presencia del supuesto clemento iniciador de la
transcripcion GAAAG. Ademas, se observa la presencia de otras J posibles sitios de inicio de la
transcripcion; 2 con a secuencis CAATT ¥ uno mas con la secuencia ATCA. También se indica la posicion
del sitie de inicio de |a transcripcidn (+1).

Los andlisis tipo RACE para determinar la secuencia de las regiones no traducidas cn
ambos extremos de las proteinas se hicieron siguiendo el protocolo descrito en las

figuras 12y 13,

Camo resultado de estos anilisis, se pudo determinar que en el gen EhCHS| la

(ranscripeidn inicia 72 pb “rig arnba™ del ¢coddn de thicio de la traduccion (ATG). Cercana
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a dicha posicién se observa la presencia de la secuencia GAAAG, descrita como pasible
elemento iniciador de la transcripeion (¢f. ref. Ramakrishan and Petri, 2000). No se pudo

identificar la presencia de elementos regulatorios de la transcripcion.

En cl gen ERCHS2, la transcripeion inicia 42 pb “rio arriba” del codon de inicio de la
traduccidn, Esto es congruente con la presencia, en esta posicion, de la secuencia GAAAG
correspondiente al elemento iniciador de la transcripeidn.

En la regidn 5° no wraducible de ERCHS2, se observa también la presencia de 1 elemento
ATCA (situado a -127 pb del sitio de inicio de la transcripcion) y 3 elementes CAATT
{a -73 y -180 pb); dichos elementos se& consideran posibles sitios de inicio dc fa
transcripcién (Bruchhaus ez al., 1993; Gangopadhyay et al., 1997).

En ambos genes, la transcripcidn inicia en residuos de adenina (posicion +1), lo cual es
congrucnte con lo observado en estudios previos dondc al parecer la maquinaria
transcripcional de E. histalytica, al igual que la de Metazoarios, tiene predileccion por
residuos de adenina (ct. ref, Singh et al., 1997).

A pesar de que no se pudieron localizar las caracteristicas secuencias correspondientes a |a
caja TATA (TATTTAAA-G/C) descritas para otros genes de E. histolyrica (Bruchhaus
et al., 1993; Singh et of., 1997), la presencia de los elementos identificados sugieren
fuertemente que tanto el gen EhCHSI como el ERCHS2, son transcritos dc manera

maonocistronica.

4.14.1 Comparacion de EhChS1 y ERChS2 con

Iz secaencia de otras quitina sintasas

El alineamicnto pareado de las secuencias ERChS| y ERChS2 (programa Clustal W)
muestran una homologia del 23% al nivel de aminoécidos (datos no mostrados); micntras
que el alineamiento de las secuencias completas ERChS1 y ERChS2 (programa BLAST)
con las secuencias de quitina sintasas de gtras especigs reportadas en los bancos de datos,
muestra una similitud mayor (30 y 33%, respectivamente) a la secuencia de la quitina
sintasa de C. elegans. Ambas secuencias presentan una similitud mayor a ChS de gusanos
(C. elegans, B. malayi) e insectus (L. cuprina, D. melanogaster, A. aegypti) que u

ChS de hongos.
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4.14.2 Identificacion de dominios transmembranales

En un andlisis de hidrofobicidad (Fig. 18) de las proteinas ERChS (que se presume estin
siendo codificadas por los genes ERCHSI y ERCHS2) usando los pardmetros del programa
computacional Kyte and Doolyttle (Software DNASIS), se identificaron ficilmente tres
regiones: una regidn hidrofdbica hacia el extrema N-terminal, la cual diverge
considerablemente con respecto a las otras secuencias; una region C-terminal que también
presenta dominios hidrofdbicas y una regidn central hidrofilica. Esta Gltima regidn (aprox.
350 - 400 Aa) comprende la region de mayor homologia entre ambas protcinas ERCHS, y
también con respecto a las ChS de otras espesies. La region central es canocida coma el

"domini¢ catalitico” de las quitina sintasas.
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Fig. 18. Perfil de hidrofobicidad de las presuntas quitina sintasas de E. histolytica codificadas por los
genes ERCHS1 (A) y EhCHS2 (B). Las grificas representan los resultados del analisis que se hizo con
ayuda del programa computacional Kyte and Doolyttle (Software DNASIS). Las flechas indican los picos
identificados como dominios transmembranales. La linca media en cada grafica marca el limite entre la zona
hidrofébica (ndmeros positivos) y la zona hidrofilica (nimeros negativos). Los numeros debajo de cada
grafica representan la posicion de los aminoacidos para cada proteina. Las barras sombreadas con lineas
diagonales representan la region central hidrofilica de las proteinas (aprox. 400 Aa) que es conocida como el
"dominio catalitico” de las quitina sintasas.
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De la misma manera, el andlisis computacional de la estructura de la secuencia de
aminoacidos de las proteinas con el programa TMHMM (Sonnhammer ef al., 1998) reveld
que ambas proteinas conticnen regiones hidrofébicas en sus extremos N-terminal y
C-terminal; asi, 7 y 17 posibles dominios transmembranales fueron identificados para
EhRChS1 y EhChS2, respectivamente. La Fig. 19 muestra el analisis comparativo de los
dominios estructurales entre las secuencias ChS de E. histolytica y secuencias ChS de otros

organismos.

(- HETN EhCHS-1

(EENEVERY  ATEN Y EhCHS-2
(EENEFNE . SENUENNENY | pecHS1

CHREERNN NN Billin |0 m CeCHS-1
[ ANEE T SeCHS-1

l Plil BN SeCHS-2

[ i | B || ScCHS-3

Fig. 19. Diagrama que representa los supuestos dominios estructurales de las Chs de E. histolytica y
proteinas relacionadas. Los polenciales dominios transmembranales estin sombreados con lineas
diagonales. Un asterisco representa la secuencia representativa QRRRW de las quitina sintasas, la cual se usd
para alinear los diagramas. Los 3 dominios de las proteinas estan marcados como A, B y C. En LeChS y
CeChS las supuestas regiones de a helices entrelazadas estén sombreadas con lincas horizontales cruzadas
(adaptado de Tellam ef al. Eur ) Biochem, 2000).

LeChS-1: ChS de Lucilia cuprina; DmChS-1: Gen CHS de Drosophila melanogasier; CeCHS-1: Gen CHS
de Caenorabditis elegans, ScCHS-1, ScCHS-2 y ScCHS-3: Genes CHS 1, 2 y 3 de Saccharomyces
cerevisiae; ERCHS- 1, ERCHS-2: Genes CHS de £ histolytica.

En este analisis se puede observar también que la region central, la cual no contiene
segmentos transmembranales, esta localizada intracelularmente y que ademds contiene la
secuencia QRRRW caracteristica de las quitina sintasas, indicando que en esta region estd

probablemente el "dominio catalitico™ de las ChS de E. histolytica.
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La presencia de 10 dominios trunsmembranales en la region N-terminal de ERChS2, los
cuales estin también presentes en las proteinas de L. cuprina y C. elegans, podrian explicar
los resultados del alineamiento de secuencias referentes a una mayor homologia entre

EhChS2 y las quitina sintasas de¢ insectos y gusanos.

Los maltiples segmentos transmembranales predichos para las quitina sintasas de
E. histelytica son acordes al conocimiento de que las quitina sintasas de hongos y

levaduras son proteinas integrales dc membrana.

4.14.3 Identificaciou de domiuios conservados en las secuencias ENChS1 y EhChS2

Un alineamiento miltiple de las secuencias de las proteinas EnChS1 y EhChS2 se realiz6
con ayuda del programa computacional Clustal W. El andlisis incluyd secuencias de
quitina sintasas representativas de otras especics: insectes, gusanos y lcvaduras (Fig. 20).
Dehido a la variacion de la longitud de fos extremos C-terminal y N-terminal en [as
secuencias de lus ChS, la region comparable fue restringida a la region de mayor
homoaologia (aminoacidos 100 - 480 y 320 - 700 de ERChS| y ERChS2, respectivamente);
estas regiones correspondcn al dominio catalitico de las quitina sintasas. En este andlisis se
observd una similitud del 47% entre las secuencias de ambas proteinas de E. histolyrica.
Los dominios representados por las sccuencias QxFEY, QRRRW y SWG, que
presumiblemente estdn formando el sitio catalitico de estas enzimas, responsables de la
union al sustrato (Nagahashi et al., 1995; Yabe et al., 1998) estan también presentes en las
secuencias EhCHS. Ademas, s¢ pueden observar otros dominios caracteristicas
identificados en las secuencias comespondientes a quitina sintasas: QxFEY, PG C/A FS,
G/A EDRxL QRRRW y SWGT.
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EhCHS1 360 392

EhCHS2 563 § R 595

LcCHS1 783 815

CeCHS1 758 790

ScCHS1 650 682

ScCHS?2 490 522

ScCHS3 879 911

EhCHS1 418 461
EhCHS2 628 671
LcCHS1 843 886
CeCHS1 818 861
ScCHS1 714 T60
ScCHS2 559 605
ScCHS3 951 b AACKTIA N 996

- . -~ - R

EhCHS1

EhCHS2

LCcCHS1

CeCHS]

ScCHS1

ScCHS2

ScCHS3

Fig. 20. Amilisis de secuencias conservadas entre las proteinas ChS de E. histolytica y de especies
relacionadas. Debido a 1a variacion de lalongitud de los extremos C-terminal y N-terminal en as secuencias
de las ChS, la region comparable fue restringida a la region de mayor homologia; estas regiones
corresponden al dominio’ catalitica de las quitina sintasas. Los bloques sombreados indican. aminodcidos
conservados en las EhChS de E. histolytica con respecto a la secuencia de al menos uno de los otros
organismos. Un asterisco representa la conservacion total de los aminodcidos indicados, los cuales
corresponden @ aminodcidos determinados como esenciales para la funcion dé la ChS2de 8. cerevisiae.

4.15 Resultado de los andlisis en E. invadens

Desde hace mucho tiempo, se ha tomado a E. invadens como un sistema modelo para
estudiar los aspectos relacionados con el enquistamiento en el género Entamoeba. Esto se
debe principalmente a que, a diferencia de lo que sucede con E. histolytica. en el estudio de
E. invadens se cuenta con modelos bien establecidos que permiten inducir €l proceso de
diferenciacion de protozoario, bajo condiciones controladas in vitro. Sin embargo, no se ha

logrado la identificacion de los genes CHS en esta especie.



itina si dc [stalytica.
Resultadas.
Bajo eslas premisas, en el presente trabajo también se intentd la identificacion y

caracterizacion de [os genes involucrados en la sintesis de quitina en este organismo.

4.15.1 Amplificacion por PCR sobre el DNA genomico de E. invadens

Con los oligonucledtidos degenerados diseiiados sobre las regiones conservadas de
quitina stntasas para la amplificacién de los genes CHS de E. histolytica, se hicieron
ensayos de PCR para tratar de amplificar los fragmentos correspandientes a partir del DNA
genomico de E. invadens.

Los ensayos de PCR se hicicron bajo las mismas condiciones de reaccion que para
E. histolytica, y como resultado en cada reaccién se obtuvieron varios productos de
amplificacion.

Se trato de lograr [a amplificacion de productos especificos variando las condiciones de
reaccion. Se probo una gama de temperaturas de alineamiento en un gradiente de
temperatura que fuc de 35 a 50 °C. Los productos amplificados resultantes en cada
reaccidn se clonaran y secuenciaron; desafortunadamente la secuencia determinada para
cada uno de los productos no tiene homologia con las secuencias de quitina sintasas
reportadas y algunas de ellas presentan un marco de lectura abierto cuya secuencig

corresponde, por hamalogia a otras proteinas.

4.15.2 Andlisis tipo Southern blot sabre el DNA de £, invadens
usando como sonda los genes ERCHS! y ERCHS2

Para la hibridacion en los ensayos tipo Southern blot, el DNA de E. invadens se digirid
previamente con las enzimas de restriccidn Bg! (I, Eco RL, Nde [, Asp 700 y Hind 111; como
sonda sc usd el gen completo ERCHSI1 (1.9 Kb) 0 un fragmento de 910 pb correspondiente
a la region central del gen ERCHS2 de E. histolytica, marcados con 2p, Las condiciones de
hibridacion fueron de menor exigeacia (temperatura de hibridacion: 30 °C; temperatura de
lavados: 40°C) que las usadas ducante la hibridacion en los ensayas de Southemn blot con

E. histolytica.
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En la Fig. 21 se muestra ¢l resultado de la hibridacion. Se puede ver, en cada andlisis, la

presencia de una sola banda que presumiblemente corresponde a los genes EiCHSI y

EiCHS2, respectivamente (esto a reserva de comprobarlo con DNA digerido con un mayor
namero de enzimas de restriccion y con una sonda especifica para ChS de E. invadens).

B EV N A H B EV N A H
23.0 =

9.4

4.3

Sonda: EHCHS2

2.3

Fig. 21. Anilisis tipo Southern blot de E. invadens usando como sonda los genes ERCHS1 y ERCHS2 de
E. histolytica. E] DNA gendmico de E. histolytica (80 pg/linea) se digirié con cada upa de las enzimas de
restriccion 8gl 11, Eca RV, Nde 1, Asp 700 y Hind UL Después de la separacion de las muestras por medio de
clectroforesis, se hizo la transferencia de éstas a una membrana de nitrocelulosa. Para la hibridacion se usé
como sonda el gen EhCHSI de E. histolytica (A) y posteriormente, un fragmento de DNA (910 pb)
correspondiente al gen ERCHS2 de £ histolytica (B), marcados con YP.Enel lado izquierdo de la imagen se
indica en Kb, el tamaio de los marcadores de talla molecular. B= Bgl II, EV=Eco RV, N=Nde |, A=Asp 700
y H=Hind 111

4.15.3 Tamizaje de la biblioteca de DNA de E. invadens
construida en el bacteriofago A EMBL4

Ante los resultados obtenidos en los ensayos de Southern blot, se decidié realizar el
tamizaje de una biblioteca de DNA de E. invadens construida en ¢l bacteriéfago A EMBL4
Usando como sonda el gen completo EhCHSI de E. histolytica. Las condiciones de

hibridacion durante el tamizaje fueron las mismas que para los ensayos tipo Southern.
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Como resultado del tamizaje se aislaron 3 clonas que presentaron sejial positiva durante la
hibridacion. A juzgar por los resultados obtenidos de la digestién con la enzima Eco Rl,
cada una de las clonas presenté un patrén de restriccion diferente (datos no mostrados).
Los fragmentos (aprox. 5 Kb) de dos de las clonas se clonaron en el vector pBS y la
secuencia de dichos fragmentos se determiné por medio de la subclonacién y disefio de
oligonucleotidos especificos sobre las secuencias conocidas de cada una de las clonas.

Cuando se determind la secuencia completa de las clonas y se hizo el analisis para
determinar la presencia de un ORF que correspondiera, por homologia, a la secuencia de
genes CHS, los resultados no fueron satisfactorios; es decir la secuencia que acarrean estas
clonas del bacteridfago A no corresponden a la secuencia esperada de CHS (datos no

mostrados).

4.15.4 Anailisis tipo Northern blot sobre el DNA de E. inrvadens
usando como sonda el gen EhCHSI1

Para los ensayos tipo Northern blot, el RNA de E. invadens aislado a diferentes tiempos
(0, 6, 12, 24 y 48 h) del proceso de enquistamiento en medio sin lucosa (medio LG) se
procesd bajo las mismas condiciones que para los ensayos de E. histolytica; como sonda se
usé el gen ELChS de 1.9 Kb marcado con **P, bajo las mismas condiciones de hibridacion
y lavados que las usadas en el ensayo tipo Southern. Desafortunadamente bajo estas
condiciones no se logrd la deteccion de una sefial especifica que indique la expresion del
gen CHS durante el enquistamiento del organismo, y se presentd una hibridacién cruzada
ya que la sonda reconocid el RNA ribosomal de las muestras.

Para eliminar la hibridacion inespecifica s¢ probaron condiciones mas severas de
hibridacién pero los resultados tampoco permitieron el reconocimiento de mRNA

especificos del gen CHS en esta especie.
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5§ DISCUSION

5.1 Discusion

Las quitina sintasas (ChS) pertenecen a una familia de B-glycosyl transferasas
procesivas, que de manera interactiva transfieren residuos de diversas hexosas a un
aceptor, formando asi una cadena de carbohidratos (Saxena et al., 1995).

Las quitina sintasas, incluyendo las proteinas nodC y la ChS1 de S. cerevisiae (Bulawa et
al., 1986) forman un subgrupo de B-glycosyl tranferasas. Otras enzimas de esta familia
incluyen la celulosa sintasa (Acsab) de Acetobacter xilinum (Saxena et al., 1990), la
hialuronan sintasa (HasA) de Streptococcus pyogenes (DeAngelis et al., 1993) la alginato
sintasa (Alg8) de Pseudomonas aeruginosa (Maharaj ef al., 1993) y la proteina DG42
involucrada en el desarrollo del embrion en Xenopus leavis (Rosa et al., 1988); todas las

evidencias indican que estas enzimas son proteinas integrales de 1a membrana plasmatica.

Los primeros estudios en el establccimiento de la estructura de los genes CHS que
presuntamente codifican para las enzimas denominadas quitina sintasas (Bulawa et al.,
1986) mostraron por medio de un andlisis de hidrofobicidad que el gen CHSI de
S. cerevisiae consta de 3 dominios. Los dominios identificados son: un dominio hidrofilico
(aprox. 300 residuos) en la region N-terminal, un dominio central (aprox. 450 residuos) y

un dominio hidrofébico (aprox. 400 residuos) presente en la region C-terminal.

Aunque el conocimiento de la estructura de las quitina sintasas estd restringido a
secuencias primarias deducidas a partir del codigo genético, se sabe que la sintesis de
quitina ocurre como un proceso transmembranal en una manera vectorial en la cual el
substrato se localiza en el lado intracelular y el producto sale al exterior de la membrana,

doénde se localiza €] polisacérido (Valdivieso et al., 1999).

A la fecha, varios genes de quitina sintasa (CHS) han sido identificados en hongos y varias
otras especies de protozoarios, helmintos e insectos. La mayoria de ellos son simifares a los
genes ScCHS1 y ScCHS2 y son clasificados en las clases [, I y Il de quitina sintasas de
acuerdo con la similitud de sus secuencias. El resto estdn agrupados en las clases IV y V de

quitina sintasa, similares a ScCHS3. Mientras que los genes CHS clase V sélo se han
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identificado en hongos filamentosos y sus funciones no se conocen, los genes de la clase

1V, entre los que se incluye el gen ScCCHS3, estan involucrados en la sintesis de la mayoria

de la quitina en las células de levaduras (Valdivieso ef al., 1999).

Identificacidon de quitina sintasas

Las pruebas clasicas principales para la identificacion de las enzimas responsable para la
sintesis de guitina son:
(2) Medicion de la incorporacion de UDP-GIcNAc en el producto de la actividad
enzimatica. Este producto deberé ser insoluble en agua y resistente al efecto del HCl y
NaOH durante ¢l proceso de lavado.
{b) Similitud en las secuencias nucleotidica y aminoacidica con énfasis en la conservacion
de los dominios y sobretodo en la conservacion de los residuos implicados en el sitio

activo de la presunta enzima.

En la primera prueba, la enzima debera ser purificada previamente ya que las
preparaciones de extractos crudos podrian involucrar el trabajo combinado de complejos
multienziméticos dando como resultado una interpretacion falsa de la actividad

correspondiente a la enzima en cuestion.

Por otra parte, y en lo referente a la sintesis de quitina, existen también enzimas cuyo
producto final es la transferencia del sustrato UDP-GlcNAc hasta un producto que no
necesariamente es quitina, a decir, enzimas de la familia UDP-N-Acetil-glucosaminil-
transferasas. Un ejempla de estas enzimas lo constituyen los productos de los genes NodC,
que codifican para UDPGIlcNAc transferasas involucradas en la formacidn de lipo-quito-
oligosacaridos (factores Nod) responsables de iniciar la morfogénesis de los nédulos de las

raices en las leguminosas (cf. ref. Bamy et al., 1991).
A pesar del gran ndmero de secuencias de hongos y levaduras depositados en los bancos de

datos que han side designados como quitina sintasas, muy pocas de estas enzimas han sido

caracterizadas bioquimicamente (Tellam et al., 2000).
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Debido a la carencia de un modelo in vitro que permita el enquistamiento de E. histolytica
en condiciones axénicas, no es posible medir la actividad de las enzimas implicadas en
dicho proceso. Por lo tanto, el aislamiento, purificacién y caracterizacion de las quitina
sintasas en este protozoario patégeno como un primer y firme paso para entender los
fendomenos implicados en la diferenciacién, es un proceso dificil de realizar. Asi, la
estrategia seguida para determinar la presencia de las enzimas responsables de la sintesis
de quitina fue la secuenciacién de los genes que codifican para estas enzimas, a partir del

DNA gendmico de E. histolytica.

En este trabajo se describen las secuencias de dos genes (EhCHS1 y ERCHS2) que rednen
las caracteristicas y requerimientos necesarios para ser considerados como los genes que

codifican para las quitina sintasas en el protozoario patégeno E. histolytica.

Presencia de los genes EhCHS1 y EhCHS2 en el genoma de E, histolytica

Estudios en levaduras y otros hongos han mostrado la presencia de 3 genes responsables
de la sintesis de quitina, y en S. cerevisiae de cuando menos otros 4 genes CHS implicados
en tales procesos. Por otro lado, gracias a que la secuencia del genoma de C. elegans y
D. melanogaster, ha sido determinada completamente, se ha podido determinar la
presencia de solo dos genes CHS en estas especies; especies que estan situadas en una

posicion mds alta en la escala evolutiva que la de los hongos.

En el genero Entamoeba, Das y Gillin (1992) encontraron que durante el enquistamiento
de E. invadens, la actividad de quitina sintasa aumenta de una manera dependiente del
tiempo de induccion de enquistamiento. Ademas, mencionan la presencia de dos formas de
quitina sintasa, una forma particulada y una forma soluble, cada una de las cuales tiene
caracteristicas y requerimientos especificos para su funcionamiento como son:

requerimiento de cationes divalentes y pH.

Recientemente nuestro grupo informd que cuando los trofozoitos de E. histolytica son
cultivados en medio suplementado con los cationes divalentes Mg, Mn®* y Co?' se

induce un proceso de diferenciacion, el cual se caracteriza porque las estructuras parecidas
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a quistes asi formadas son resistentes al 1% del detergente SDS (Campos-Géngora e? al.,
2000) y la presencia de una gran cantidad de un polisacarido rico en GlcNAc en dichas
estructuras (Said-Ferndndez et al., 2001); posiblemente debido a la sintesis de una mayor
cantidad de quitina como resultado de la activacion de la o las enzimas responsables
(quitina sintasas) por efecto de la presencia de los cationes en el medio de cultivo .

Se ha descrito ampliamente que los metales divalentes Mg, Mn y Co actitan como
cofactores de las quitina sintasas de hongos y levaduras (para una revisiéon ver
Ruiz-Herrera, 1982). Cada una de las quitina sintasas analizadas requieren la presencia de
uno o la combinacion de dos de estos cationes para incrementar su actividad, sin que hasta
¢l momento se haya descrito la necesidad de la presencia de los 3 cationes en conjunto para
incrementar ia actividad de quitina sintasa alguna en ensayos in vitro.

Bajo estas premisas, no es sorprendente la presencia de los dos genes CHS en el genoma

de E. histolytica

Los analisis de Southern blot usando como sondas los genes ERCHS1 y EhCHS2 muestran
patrones de hibridacion diferentes para cada uno de los genes cuando el DNA de
E. histolytica fue digerido con las mismas enzimas de restriccion y se aplicaron
exactamente las mismas condiciones de hibridacion en cada uno de los experimentos
realizados.

Estos resultados indican que las condiciones de hibridacion son suficientemente estrictas
como para evitar una hibridacion cruzada de alguna de las sondas probadas con los genes
CHS, reduciéndose asi la posibilidad de la presencia de otro(s) genes CHS en el genoma de
E. histolyrica.

En posteriores "tamizajes electronicos™ del banco de datos TIGR-Entamoeba usando como
sonda las secuencias aminoacidicas deducidas a partir de la secuencia de los EhCHS1 y
EhCHS2 no se encontraron otras secuencias homélogas a dichos genes. Lo anterior
proporciona evidencias que permiten predecir la presencia tnicamente de los 2 genes
identificados (EhCHS1 y EhCHS2) sin que existan otro u otros posibles genes CHS en el
genoma de E. histolytica o cuando menos en las secuencias depositadas en el banco de
datos hasta el momento del anélisis.

De la misma manera, los resultados de los analisis tipo Southemn blot usando como sonda

solo las regiones mas conservadas correspondientes al dominio central (region catalitica de
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la enzima) de sendos genes, no muestran evidencia de la presencia de otros genes CHS,

corroborando asi los resultados del andlisis virtual.

Los ensayos de hibridacion con las sondas mencionadas sobre el DNA de E. histolytica
separado por electroforesis de campos pulsados (pulsed field gel electroforesis), mostraron
que se trata de genes localizados en cromosomas distintos (datos no mostrados). Asi,
tomando coma referencia el trabajo de Willhoeft y Tannich (1999) en el que describen el
cariotipo electroforético de E. histolytica, los resultados indican que ¢l gen EhCHSI se
localiza en el grupo de unidn a genes niimero 5 mientras que el gen EhCHS2 se localiza en
el grupo 8.

En el anélisis de las regiones acupadas por los genes ERCHS se encontré que los genes que
flanquean a EhCHSI1 son diferentes a aquellos que flanquean a EnCHS2. Estos resultados
son una fuerte evidencia para suponer que, si bien las quitina sintasas de E histolytica
derivan de un ancestro comiin, la divergencia de ambos genes tuvo lugar en etapas

tempranas de la evolucidn.

Andlisis comparativo y estructural de las proteinas

El analisis de la estructura primaria de las proteinas codificadas por los genes EhRCHS| y
EhCHS2, con el programa computacional TMHMM (Sonnhammer et al., 1998), permitié
identificar 3 regiones caracteristicas de las quitina sintasas. Ambas proteinas contienen
regiones hidrofobas dentro de los extremos amino- terminal y carboxi-terminal y una
region central hidrofilica. Dentro de las regiones hidrofdbicas de cada estructura se

identificaron secuencias que presuntamente corresponden a segmentos transmembranales.

La presencia de 10 dominios transmembranales en la region N-terminal de EhRChS2, los
cuales estdn también presentes en las proteinas deducidas de los genes LcCHSI de
L. cuprina y CeCHSI de C. elegans (Tellam et al., 2000), explica los resultados del
alineamiento de las secuencias con respecto a una mayor homologia entre ERCHS?2 y las

quitina sintasas de insectos y gusanos descritas hasta el momento.

Aunque la cantidad de segmentos transmembranales es diferente en las dos ChS de

E. histolytica, cabe sefialar que no hay una estructura consenso de la topologia general de
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estos dominios debido principalmente a la variacion de la longitud de las secuencias ChS
reportadas, variacién que se localiza principalmente en los extremos de las secuencias.
La presencia de estos segmentos transmembranales sugiere fuertemente que las presuntas
quitina sintasas de E. histolytica son proteinas integrales de membrana. Lo cual es acorde
con el conocimiento de que las quitina sintasas ChS1, ChS2 y ChS3 de S. cerevisige se
encuentran formando parte integral de la membrana (Cid et al., 1995).
En los modelos establecidos para la localizacion de las enzimas responsables de la sintesis
de quitina (Tellam et al., 2000), las enzimas se localizan ya sea en la membrana plasmética
o dentro de estructuras intracelulares llamadas quitosomas (debido a que fueron descritas
por primera vez en hongos). En el primer modelo, se supone que la sintesis de quitina se
realiza en ¢l lado citoplasmico (lugar donde se localiza el dominio catalitico de la enzima y
donde ésta tiene acceso directo al sustrato (UDP-GIcNAc), y la translocacién del polimero
de quitina sintetizado a través de la membrana es facilitada por la presencia de los
multiples segmentos transmembranales los que probablemente estarian formando un canal
que atraviesa l[a membrana y a través del cual el polimero de quitina es llevado al exterior.
El segundo modelo supone que estas enzimas se localizan en la membrana que rodea a los
quitosomas. En este modelo, el dominio catalitico (regién central hidrofilica) de las quitina
sintasas se encuentra en el interior de las vesiculas, donde se forma el polimero de quitina.
El transporte del sustrato(UDP-GleNAc) desde el citoplasma al interior de las vesiculas

involucraria a los segmentos transmembranales (o probablemente a otras proteinas).

Tellam y col. (2000) proponen que la diferencia en el nimero de segmentos
transmembranales en las quitina sintasas de insectos y gusanos con respecto al de
levaduras, sugiere que estas enzimas podrian estar interactuando con la membrana
plasmatica de una manera diferente a como lo hacen las quitina sintasas de levaduras. Estas
diferencias en la arquitectura de las quitina sintasas podrian reflejar los diferentes tipos de
quitina que son producidas en levaduras y en la cuticula de insectos.

Debido a la similitud estructural de las presuntas quitina sintasas de E. histolytica con las
ChS de L. cuprina, D. melanogaster y C. elegans descritas, podemos pensar que estas
propuestas serian aplicables también para tratar de entender el proceso de sintesis de

quitina en este protozoario patogeno.

Ademas de la presencia de los dominios transmembranales en ambos extremos de las

presuntas quitina sintasas de E. histolytica, también se identificé una regién central
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hidrofilica cuya secuencia presenta el mayor porcentaje de similitud con respecto a las

regiones centrales de otras quitina sintasas. Dicha region se ha denominado como la region

catalitica de la enzima y sobre ella se pueden localizar los dominios estructurales de las

quitina sintasas. Este dominio central contiene la secuencia QRRRW altamente conservada

y caracteristica de las quitina sintasas de hongos y levaduras (Saxena et al., 1995;
Cid et al., 1995; Bowen et al., 1992; Coss ef al., 1998).

Ademas, los residuos que conforman las regiones conservadas EDR, QRRRW (Nagahashi
et al., 1995) y WGT (Yabe er al., 1998) identificados por medio de andlisis mutacional
como esenciales para la actividad de quitina sintasa en ScChS2, estan también conservados

en ambas proteinas EhChS.

Es interesante mencionar que el analisis comparativo de los residuos correspondientes a las
regiones EDR y QRRRW en las enzimas NodC de Rhizobium sp; DG42 de Xenopus laevis,
hialuronan sintasa de Streprococcus pyogenes y celulosa sintasa de Acerobacter xylinum,
muestra que en la secuencia de residuos Glu-Asp-Arg (EDR) y Gin-Arg-Arg-Arg-Trp
(QRRRW) solamente Asp en EDR, Gln, la tercera Arg y Trp en QRRRW estin
conservados en estas enzimas y aunque la actividad catalitica de la proteina DG42 no ha
sido establecida, se sabe que las enzimas hialuronan sintasa y celulosa sintasa catalizan la
polimerizacion de oligosacaridos con enlaces B-1,4 usando UDP-aziicar como sustrato
(cf. ref. Nagahashi et ai., 1995).

Por otra parte, el dominio WGT identificado en la region conservada con2 de ScChS2
(Yabe et al., 1998) no esta presente en las proteinas NodC bacteriana y DG42 de X laevis,
las cuales son también conocidas como GlcNAc transferasas. Por lo tanto, cabe suponer
que en las protefnas NodC y DG42 la estructura primaria de un dominio que es
funcionalmente equivalente al dominio WGT es tal vez diferente de aquel de las quitina
sintasas (Yabe et al., 1998).

Asi, quedan establecidas las diferencias que existen en los dominios considerados como
cruciales para la actividad catalitica de las P-glucosiliransferasas y la presencia de
potenciales residuos cataliticos (xDx, QxxRW), con respecto a enztmas consideradas
como “verdaderas” quitina sintasas, donde la presencia de las secuencias EDR, QRRRW
y WGT se muestran como caracteristicas exclusivas de estas enzimas; caracteristicas que

estan presentes en las presuntas ChS de E. histolytica, una evidencia mas de que la
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secuencia de los genes determinados en esie trabajo corresponden a genes que codifican

para las enzimas quitina sintasas del protozoario en cuestion.

Se ha determinado que el genoma de E. histolytica sigue un patrén de organizacion poco
usual, donde las regiones 5° y 3" que flanquean las secuencias codificantes son muy cortas
(menos de 1500 pb). En estas regiones deberan estar incluidas las secuencias promotoras,
sefiales de inicio y terminacion de la transcripcién de genes contiguos asi como elementos
regulatorios. Por otra parte, no se sabe si la transcripcion en E. histolytica se realiza
monocistrénicamente (como en la mayoria de los eucariotes) o policistrdnicamente (como
en especies de kinetoplastidos (Bruchhaus ef al., 1991), aunque los resultados de
Bruchhaus y col. (1991) muestran evidencia de que al menos el gen de la lectina de
170 kDa es ftranscrito de manera monocistrénica. Sin embargo, los resultados de
Gangopadhyay y col. (1997) muestran que las regiones no traducidas (UTR) del mRNA
del gen EhPAK y la UTR 5° del mRNA del gen EhMCM3 son transcritos a partir de un
segmento gendémico comiin de 40 pb. Significando el primer reporte de un gen amibiano
que estd unido fisicamente a un segundo gen de tal manera que sus transcritos estin
traslapados y no hay regiones intergénicas no traducidas entre los dos genes.

La comparacion de las regiones que flanquean los extremos 5° de los genes que codifican
para proteinas en E. histolytica permitid identificar la presencia de 3 elementos
conservados en la region promotora. Una de las 3 secuencias conservadas
(GTATTTAAAG/C) se localiza a —30 pb del inicio de la transcripcién, el segundo
elemento (AAAAATTCA) se traslapa con el sitio de inicio de la transcripcion y el tercer
elemento (GAAC) se encuentra en distintas posiciones entre los dos primeros elementos.
Por medio de andlisis posicional se demostr6 que la regién a —30 pb controla el sitio de
inicio de la transcripcion (caja TATA) y se ha mostrado que este elemento estd unido a una
proteina, presuntamente una prateina de unidn a la caja TATA (TATA binding protein =
TBP) la cual es significativamente diferente de la TBP de eucariotes superiores y de la
TBP del protozoario Plusmodium falciparum.

Se ha propuesto que tanto el elemento AAAAATTCA como GAAC controlan el sitio de
inicio de la transcripcion y que GAAC es también importante para la eficiencia del inicio

de la transcripcion (Ramakrishan y Petri, 2000)
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La presencia de elementos TATA y clementos que controlan el inicio de la transcripcion
inusuales asi como la presencia de un tercer elemento, indican que la maquinaria de la
transcripcion basal de E. histolytica difiere significativamente de aquella de eucariotas
superiores y adn, con la de otros protozoarios (Singh ef al., 1997). Lo cual no es
sorprendente si se considera que los promotores virales de mamiferos no funcionan en
E. histolytica, de la misma manera que los promotores amibianos no funcionan en células
de mamifero (Purdy et al., 1994).

En el caso de los genes EhCHS, los ensayos tipo RACE permitieron identificar en ambos
genes, la presencia de los elementos iniciadores GAAAG; y en el caso del gen EhCHS2 se
identificé también la presencia de otros presuntos elementos considerados como sitios de
inicio de la transcripcion. Hacia el extremo 3° de los genes se identificé la presencia de la
cola de poli-A. La presencia de los elementos identificados nos permiten concluir que
ambos genes son transcritos de manera monocistronica y que la transcripcién de sendos

genes esta dirigida por ¢l elemento iniciador GAAAG.

Analisis de las proteinas recombinantes

Para probar la sobre-expresion de la proteina recombinante presuntamente codificada por
el gen EhCHSI, este se cloné en dos vectores de expresion diferentes y la sobre-expresion
se probo en 3 diferentes cepas de E. coli. Se comprobé (determinando la secuencia de las
clonas) que no hay mutaciones en el DNA clonado; sin embargo los resultados de la
induccion no fueron positivos, es decir, en los sistemas bactertanos no se logré inducir la
sobre-expresion de las proteinas recombinantes. Una posible explicacion de estos
resultados en los sistemas de expresién bacterianos es que la proteina sea toxica para E.
coli y que por lo tanto no se logra la sobre-expresién de la proteina recombinante. Para
apoyar esta suposicion se realizé la busqueda de bibliografia referente a la expresion de
quitina sintasas recombinantes sin que pudiésemos obtener informacion acerca de su
expresion en sistemas bacterianos. Las alternativas que se consideraron para solucionar
este problema fue probar en otros sistemas de expresion: baculovirus-células de insecto,
levaduras ¢ probar en un sistema de expresion in vitro. Se decidid por este qltimo sistema y
se hicieron ensayos de transcripcidn-traduccion in vitre usando un sistema de lisado de
reticulocitos de conejo libre de células (SpeedRead Lysate, Novagen), sin que se

obtuvieran resultados satisfactorios (datos no mostrados).
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Los factores medio-ambientales juegan un papel importante en la regulacion de la
expresion de proteinas implicadas en la patogenicidad de E. histolytica (para una revision
ver Ramakrishan y Petri, 2000) y es razonable suponer que, de manera anéloga a otros
sistemas bien caracterizados de procariotes ¥y eucariotes superiores, el control primario
sobre la capacidad invasiva del parasito es cjercida al nivel de la expresion génica.
Variacién en los niveles de mRNA especificos se han observado como respuesta a cambios
en las condiciones de crecimiento; la expresién del gen de la superoxido dismutasa es
inducida por radicales superdxido; el gen que codifica para la alcohol deshidrogenasa
(EhADH?2) es inducido por etanol; la expresion del gen de actina es autorregulada; y se ha
mostrado que la expresién del gen de la femidoxina es sensitiva al crecimiento del
organismo. La adquisicién de resistencia a emetina se ha demostrado que est4 relacionada
a un incremento de la expresion del mRNA de la glicoproteina P. De la misma manera, los
procesos de enquistamiento estudiados usando el modelo de enquistamiento de E. invadens
demuestran que los trofozoitos de E. invadens enquistdndose presentan niveles elevados de
ciertos mRNA, incluyendo aquellos de las quitinasas (de la Vega et al., 1997). La
expresion diferencial puede por lo tanto ser un factor significativo en el control de la
patogenicidad del trofozoito, incluyendo también los procesos de invasién, enquistamiento,
desenquistamiento y la adaptacién al medio ambiente aerébico de los tejidos humanos

después de la invasién.

Tomando en cuenta que los requerimientos/mecanismos traduccionales de Entamoeba son
muy diferentes a los presentes tanto en células procariotas como en eucariotas, es probable
que tanto los sistemas bacterianos como los elementos regulatorios presentes en el sistema
de reticulocitos de mamiferos usados en nuestro anélisis no sean suficientes como para

dirigir la expresion de las quitina sintasas de E. histolytica en las condiciones probadas.

Considerando lo anterior, se decidié realizar la transfeccion de trofozoitos de E. histolytica
para posteriormente inducir la expresién de las proteinas ChS. Para la transfeccion se
usaron los sistemas de transfeccion estable con los vectores plasmidicos Neo-Cass
(Hamann et al., 1995) y Hygtet R O Cass (Hamann et al., 1997) los cuales estin bajo la
accién del promotor del gen de lectina (Lec 485) y secuencias 5" y 3” no traducidas del gen
de actina de E. histolytica. Ademds, dichos vectores acarrean también las secuencias de los

genes que confieren resistencia a los antibidticos G 418 (un andlogo de neomicina) e
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higromicina, respectivamente. El vector plasmidico Hygtet R O Cass es inducible ya que
acarrea los elementos regulatorios del operdn de resistencia a tetraciclina de E. coli. Este
sistema de expresion procariota se caracteriza por la unién de un represor Tet de respuesta
a tetraciclina a una secuencia particular del operador, resultando en la represién de los
genes que estan dirigidos por promotores que se encuentran bajo la influencia de esta
secuencia operadora. Subsecuentemente, la unidn del represor puede ser abolida por la
adici6n de concentraciones no toxicas de tetraciclina; llevando a la expresion controlada de

los genes correspondientes.

Como un primer paso para determinar el €xito de la transfeccion, se hizo la seleccion
versus €l antibidtico correspondiente y posteriormente el analisis tipo Northem blot. En
este andlisis se determinaron transcritos (mRNA) correspondientes a los genes EnCHS1 y
EhCHS2; y, en las amibas transfectadas con el vector Hygtet R O Cass modificado con
sendos genes ERCHS, fue posible el control eficiente de 1a transcripcion, regulada ésta por
tetraciclina. Sin embargo, debido a que los anticuerpos generados no reconocieron de
manera especifica a las proteinas ERCHS, no fue posible la deteccion de dichas proteinas

en las amibas transfectadas.

Andlisis Northern en trofozoitos inducidos al enquistamiento

Tomando en cuenta que la sintesis de quitina deberd tener lugar en el momento en gue se
inicia el proceso de diferenciacién (enquistamiento) de E. histolytica para, de esta manera,
proporcionar al organismo los elementos necesarios para estructurar la pared que le
conferira resistencia a condicioncs adversas, seria facil suponer que la transcripcién y/o
traduccidn de los elementos implicados deberd también tener lugar a este tiempo. Sin
embargo, las evidencias que se presentan a continuacion podran ayudarnos a entender las
posibles razones por las cuales no se detecto la presencia de cantidades incrementadas de
taensajeros (MRNA) en los andlisis tipo Northern blot y de RT-PCR en E. histolytica
cuando esta fue inducida a un proceso de diferenciacion por efecto de la adicidn de

cationes al medio de cultivo.

Los estudios mas avanzados que nos permiten conocer el proceso de sintesis de quitina se

han rcalizado en la levadura §. cerevisiae. En este organismo adoptado como modeio se
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hau descrito 3 genes CHS que codifican para 3 proteinas que funcionan como subunidades
cataliticas de las quitina sintasas. Ademds, se han podido identificar otros 4 genes CHS
{CHS4 a CHS7?) implicados en la regulacion de la unidad catalitica de ChS3p, sin que a la
fecha se hayan identificado proteinas con una funcién homéloga para las subunidades
cataliticas ChS1p y ChS2p. Por otra parte, €l hecho de que en este modelo cada ChS tiene
una funcion celular diferente sugiere que la actividad de cada enzima debe ser espacial y
temporalmente regulada; y aunque las ChS 1 y ChS 2 de 8. cerevisiae se encuentran en
forma de zimégeno, se ha propuesto que ChS [ y ChS 1l son reguladas tanto en el nivel
transcripcional (Pammer et al., 1992) como en el nivel pastraduccional (Choi et al., 1994;
Uchida et al., 1996).

De la misma manera, puede ser que las quitina sintasas de E. histolytica sean reguladas en
el nivel postraduccional para lo cual podriamos suponer que las enzimas se encuentran de
manera constitutiva, también en forma de zimégeno. Lo anterior puede ser avalado por los
resultados del andlisis de RT-PCR donde se determind que la cantidad de mRNA
correspondiente a la EhChS1 es equivalente en las muestras probadas, sin importar el

grado de diferenciacion del organismo.

Nuevamente, la carencia de datos referentes al enquistamiento de este organismo nos
conducen a considerar los resultados obtenidos en &. invadens donde se demostrd que
ninguna de las formas de la quitina sintasa, particulada o soluble, se activa con tripsina, lo
cual sugiere que esta enzima no se encuentra en forma de zimégeno en estos parasitos. La
actividad enzimdtica de la quitina sintasa es inhibida por UDP, UDP-Glucosa y UDP-
GalNAc pero no por Polioxina D o Nikkomicina (Das and Gillin, 1991). Se ha demostrado
que Polioxina D y Nikkomicina son inhibidores especificos de la mayoria de ChS de
hongos, insectos y crusticeos probadas hasta ahora. Estos compuestes funcionan como
inhibidores por un mecanismo de inhibicién competitiva, esto es, por competencia con el
sustrato GlcNAc. El hecho de que estos compuestos no tengan actividad sobre las ChS de
E. invadens nos conducen a pensar en las diferencias, tanto estructurales como de
necesidades de activacion e inhibicién, de las ChS del género Entamoeba con respecto a

las ChS de otros organismos, principalmente hongos y levaduras.

Sin embargo, el hecho de que la actividad de las quitina sintasas de E. invadens no se vea

incrementada después del tratamiento con tripsina, no indica recesariamente que las
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enzimas se encuentren o no, en forma de zimégeno, ya que como se discutird mas adelante,
es probable que la activacion de estas enzimas dependa de factores (activadores) presentes
dentro del mismo entorno de la enzima, fuertemente acopladas a ésta y formando parte del

complejo multienzimatico responsable de dirigir la sintesis del polisacarido.

Como ya se menciond anteriormente, en S. cerevisiae ademés de las proteinas ChS1, ChS2
y ChS3 consideradas como las subunidades cataliticas del complejo de sintesis de quitina,
los productos de otros 4 genes (CHS4, CHSS, CHS6 y CHS7) han mostrado ser requeridos
para regular la actividad de ChS III (Bulawa, 1993). Chsdp es el activador directo de la
actividad de ChS III y responsable del anclaje de Chs3p al anillo de septina durante la
formacion del septo. Chs5p esta involucrado tanto en el transporte de Chs3p en vesiculas
especializadas y Chs7p regula la actividad de ChS 111 controlando el transporte de Chs3p
desde el reticulo endopldsmico.

Los resultados de Trilla y col. (1999) demuestran que CHS7 es el unico gen cuya
transcripcion se ve incrementada bajo todas las condiciones en las cuales la sintesis de
quitina en S. cerevisige se incrementa.

De esta manera queda demostrado que la regulacién transcripcional de CHS3, el gen que
codifica para la subunidad catalitica de ChS Ill no es el mecanismo que controla la
actividad de ChS Il (Choi ez al., 1994; Chuang y Schekcman, 1996; Coss ef al., 1998); y
que dicha funcién depende principalmente del transporte y localizacién apropiados de
Chs3p (Trilla ez al., 1999), funcidn que cumplen las proteinas producto de los genes CHS4
y CHS7 de §. cerevisiae.

Un ejemplo mds de la presencia de proteinas auxiliares lo constituye 1a presencia de sbe2p
y sbe22p. La delecion de los genes correspondientes a estas proteinas conlleva a defectos
en la estructura de la pared celular y los experimentos de inmuno-fluorescencia revelan que
hay una localizacién errénea de la proteina Chs3p involucrada en la sintesis de quitina
(Santos y Snyder, 2000).

Estas evidencias sugieren que ademas de las proteinas codificadas por los genes CHS,
existen otro tipo de proteinas implicadas directamente en el transporte de Chs3p (unidad
funcional de la ChS 3) hasta la periferia celular, lugar donde finalmente es capaz de llevar

a cabo su funcion.
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De la misma manera, también se han descrito proteinas auxiliares en otros sistemas modelo
de sintesis de polisacaridos como B-(1-3) glucanas donde las proteinas Rholp (pequeiia
subunidad de 26 kDa) y Fkslp (una proteina hidrofobica grande) son requeridas
simultineamente para la sintesis de glucanas. No hay pruebas contundentes de que las
proteinas Fks!p o su homéloga Fks2p contengan el sitio catalitico para la sintesis de
glucanas pero ellas son los nicos candidatos para tal funcién. Su participacién en la
reaccion de sintesis estd apoyada por la co-inmunoprecipitacién d¢ Fkslp y Rholp. Se ha
propuesto para Rholp el papel de activador de Fkslp debido a su capacidad de actuar
como controlador del apagado o encendido del sistema ya que estas proteinas son activas
cuando se unen a GTP e inactivas cuando se unen a GDP (para una revision ver Cabib et
al., 2001).

Con esto en mente, no ¢s dificil imaginar que el complejo sistema de sintesis de quitina en
E. histolytica requiere también la presencia de proteinas auxiliares implicadas de manera

directa o indirecta en la activacion de las quitina sintasas.

Es interesante hacer notar que en los ensayos tipo Northern blot con RNA de E. invaderns
inducida al enquistamiento por deprivacion de glucosa (en medio LG) y usando como
sonda fragmentos de la regién catalitica de los genes EhCHS de E. histolytica, tampoco se
observé la expresién de mRNA que pueda ser reconocido de manera especifica por las
sondas EhCHS en diferentes tiempos del proceso de enquistamiento, en las condiciones de
hibridacién usadas. Mientras que en los resultados de la hibridacién en los anélisis tipo
Southern blot, bajo las mismas condiciones de hibridacion, se observan bandas especificas
al reconocimiento por parte de sendas sondas, indicando que dichas sondas probablemente
estan reconociendo secuencias de DNA especificas de las quitina sintasas de E. invadens

sin que sc observe una hibridacion cruzada con las sondas.

Es probable que las diferencias entre las secuencias de los genes CHS de E. invadens y
E. histolytica no permitan usar los fragmentos de los genes EhCHS como sonda en
condiciones que nos permitan la hibridacion especifica con los mRNA de la(s) quitina
sintasa(s) de E. invadens; o, que las quitina sintasas de¢ E, invadens (como probablemente
también sucede con las de E. histolytica) se encuentran de manera constitutiva en el
organismao en forma de precursores inactivos de la enzima, y que sean reguladas en el nivel

postraduccional.
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Sin embargo, una posible explicacion para estas observaciones es la presencia en estos
organismos de otra u otras proteinas que tengan un papel de cofactores o activadores para
las quitina sintasas como sucede con aquellas codificadas por los genes CHS4, CHSS,
CHS6 y CHS7 de S. cerevisiae, las cuales son requeridas como subunidades reguladoras de
la actividad de la quitina sintasa Ill, aunque aparentemente ninguna de ellas est4
involucrada en la expresion de CHS3, y que las proteinas codificadas por los genes cuyas
secuencias han sido determinadas (EhCHS1 y EhCHS2) solo sean la parte estructural de
las quitina sintasas en un complejo multienzimatico requiriendo para su funcién la
presencia o activacion de proteinas iniciadoras del proceso (analogas a la glucogenina y a
la presunta quitogenina -ver mds adelante-) o el transporte adecuado hasta el sitio en el

cual realizaran su funcion.

Importancia y funcién de los cationes en ¢l enquistamiento de E. histolytica

Las glucosil transferasas son enzimas que catalizan la transferencia de residuos de aziicar
desde un sustrato donador activado a una molécula aceptora. La molécula donadora es
frecuentemente un nucledtido de aziicar difosfato pero puede ser también un aziicar fosfato
o un disacarido. La molécula aceptora en la mayoria de los casos es una cadena creciente
de carbohidratos, pero puede ser también un acarreador lipidico, o alguno de una variedad
de compuestos tales como esteroides, bilirubina, flavanonas , carotenoides, proteinas, etc.,

que son covalentemente modificadas por glicosilacion (Hundle et al., 1992).

En las quitina sintasas, el sustrato obligado ¢s UDPGIcNAc y la presencia de Mg2+ , Mn?* y
Co®* (dependiendo de la especie de la enzima) es indispensable para su actividad. La
significancia de este requerimiento no ha sido elucidado, pero presumiblemente refleja un
papel esencial de un cation metal divalente en la unién de la quitina sintasa al sustrato

(para una revisién ver Merz er al., 1999).

Aunque como se discutio anteriormente, ¢l sistema de sintesis de quitina de S. cerevisiae
representa el modelo mas completo estudiado a la fecha, sigue habiendo puntos que no
estan completamente entendidos en ei proceso de sintesis de quitina; a decir, no es claro

aan la presencia o né de un polipéptido iniciador que cumpla la funcién de sustrato aceptor
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iniciador de la reaccién y sobre el cual la quitina sintasa se une de manera covalente para

cumplir su funcion.

No se sabe si al supuesto complejo quitina sintasa-sustrato iniciador y al sitio de unién a
UDP-GlcNAc implicados en los eventos de elongacién de la cadena de quitina les
corresponden distintas regiones del mismo polipéptido (polipéptido de quitina sintasa
multienzimatico) o estan situados en dos diferentes polipéptidos estrechamente asociados

(complejo multienzimatico) (Merz ef al.; 1999).

Debido a que el conocimiento de la estructura molecular de las ChS es himitado, el tipo de
union a GlcNAc generado por esta presunta activacion o reaccion inicial, el sitio en el cual
esto tiene lugar y los mecanismos que causan la formacion de la cadena de quitina, solo
pueden ser explicados de una manera especulativa. Es necesario por lo tanto volver la vista
hacia la sintesis de glucdgeno dado que esto representa la nica polisacarido sintasa para la

cual hay més informacidn disponible, en lo concerniente a los mecanismos de reaccion.

El sistema de sintesis de glucigeno como un modelo para entender el proceso de

sintesis de polisacaridos y enzimas implicadas

La sintesis de glucdgeno involucra un evento de iniciaciéon especifico, mediado por una
proteina especializada llamada glicogenina. La glicogenina sufre un proceso de auto
glicosilacion para generar un oligosacirido iniciador, el cual, cuando es suficientemente
largo, soporta la accidn de la glucGgeno sintasa para elongar la cadena del polisacarido

dando como resultado final la formacion de glucégeno (Cao et al., 1993).

Asi, la sintesis eficiente de glucogeno requiere la accién secuencial de dos UDPGle-
transferasas: una glucdgeno iniciador sintasa denominada glicogenina (GG; EC 2.4.1.186)
y glucogeno sintasa propiamente dicha (GS:EC 2.4.1.11) ambas son subunidades del
complejo glucdgeno sintasa.

La glicogenina (GG) es una proteina auto glicosilante que inicia ia sintesis de glucogeno.
La glicosilacion se efectua generando primero una union glicosil-tirosina entre el residuo
de azicar y la tirosina ubicada en la posicion 194 de la secuencia de Aa (para la secuencia

de Aa. ver Campbell y Cohen, 1989); ¥ después adicionando sucesivamente mas unidades
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de glucosa para finalmente generar un oligdmero de unidades de glucosa (en promedio
8 residuos) con enlaces a-1,4 unido a la enzima. Es sobre esta estructura aceptora que la
glucogeno sintasa (GS) realiza su funcidn de elongacién de cadena para dar como
resultado la formacidn del polisacarido (para una revision ver Merz et al., 1999).
La reaccion de la GG tiene otras propiedades que claramente la distinguen de la catalizada
por GS: (i) La actividad de GG se realiza solamente en presencia de concentraciones altas
de varias sales (GS no es activa en tales condiciones); (ii) El pH éptimo de GG ¢s mas alto
que aquel de GS (aprox. 8.5 vs. 7.0); (iii) La primera transferencia de glicosil es
dependiente de Mn**, mientras los siguicntes eventos de elongacion proceden con Mg?
(GS no es activada por Mn”", y de hecho no es afectada por ningtin cation); (iv) GG no es
activada por UDP-piridoxal (un marcador de afinidad especifico para GS); (v) GG no es
activada por glucosa-6-fosfato, un potente efector de GS; (vi) La K» (UDPGlc) de GG es
casi 10° veces mis pequeiia (esto significa que a concentraciones bajas de sustrato
solamente el componente GG del complejo GS es operativo y por lo tanto genera un pool
de almacenamiento de sustrato GS iniciador que estd disponible para la sintesis de
gluedgeno cuando las condiciones sean favorables para ello (esto es, concentraciones altas
de UDPGIc y efector).

Cuatro lineas de argumento pueden llevanos a sugerir que una situacion correspondiente a
aquella del sistema GG/GS podria existir en una manera andloga para el sistema de sintesis
de quitina: (1) La cinética de la reaccion de quitina sintasa que se efectia en la ausenciz de
GleNAc; (2) Las propiedades diferenciales de GG vs. GS que se ha descrito que ocurren de
manera similar entre preparaciones de quitina sintasa diferentes; (3) una funcién anédloga
de iniciador de la proteina DG42, la cual cataliza la sintesis de oligosacéridos en la
formacion de icido hialurénico (conteniendo un residuo de quito-oligosacarido en su
extremo reducido); y (4) la evidencia acumulada en afios recientes de que una proteina
iniciadora podria ser una propiedad fundamental no solo del sistema de sintesis de
glucdgeno sino de la sintesis de polisacéridos en general (cf. ref. Merz et al., 1999).

La hipotética enzima que podria generar quito-oligosacaridos unidos covalentemente como

un iniciador para la quitina sintasa sensu stricto seria referida como una quitogenina.

De la misma manera cabe sefialar que la proteélisis limitada estimula fuertemente la
actividad de quitina sintasa. Esto indica que la mayor parte de la mezcla de quitina sintasas

de una célula podrian estar presentes en forma de una proenzima clasica previo a la
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deposicion del producto en el tiempo y sitio apropiados. El ejemplo mas sobresaliente en €l
presente contexto puede ser la ChS 11l de S. cerevisiae, la cual se considera generalmente
como una enzima no zimogénica y presenta una preferencia de Co®* sobre Mg2+ como el
cation activador. Sin embargo, su actividad se incrementa de manera sustancial si la
preparacién albergada en la membrana (extrajda con detergentes), es tratada con tripsina en
la presencia de UDPGIcNAc antes de la estimulacién alostérica de sintesis de quitina por
GlcNAc. Este tratamiento con proteasas también guarda una relacion con el requerimiento
de cationes del sistema de sintesis de quitina en cuestion, puesto que la actividad
dependiente de tripsina es favorecida por un incremento de la concentracion de Mg®” y
aparentemente ocurre una reversion en la preferencia de metales en la reaccion. En vista de
las razones I- 4 que s¢ mencionan més adelante, se debe considerar la posibilidad de que la
estimulacién de ChS Il mediada por tripsina y Mg?* no concierne directamente a ChS Il
sino a una verdadera UDP-N-acetil-glucosaminil-transferasa (UDPGIcNAc transferasa)
que se encuentra fuertemente asociada a ChS III, y que es en realidad la responsable de
generar un producto que promueve eficientemente la proporcion total de sintesis de

quitina; como ya se menciond esta enzima hipotética recibiria el nombre de quitogenina.

(1) Existen algunas analogias sugerentes entre los sistemas de sintesis de quitina y
glucégeno.

(2) ChS 111 es un complejo multienzimdtico (Choi et al., 1994; Trilla et al., 1997).

(3) Algo de la UDPGIcNAc provista en el paso de pre-incubacidn con tripsina (en la
ausencia de GlcNAc indiscutiblemente esta reaccionando y por lo tanto es incorporada en
un producto insoluble en acidos (representando la fase 1 de la reaccidn general del sistema
de quitina sintasa).

(4) Las secuencias de Aa deducidas a partir de quito-oligosacarido sintasas de varios
origenes muestran una alta similitud a la secuencias de ChS fiingicas (Semino et af., 1996).
(5) La quitogenina podria ser simplemente percibida como un activador de ChS I, como
se considera, por ejemplo, al producto del gen CHS4 el cual es un componente esencial del
complejo ChS 111

(6) El producto del gen CHS4 no tiene homologia con alguna de las proteasas conocidas,
es zimogénico y parece estar involucrado en el procesamiento del sustrato (Trilla ef al.,

1997).
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Por lo tanto, y tomando en consideracion los argumentos anteriores, no es dificil pensar en
la presencia de otro(s) factor(es) implicados en el sistema de sintesis de quitina en
E. histolytica. Asi, la adicion de cationes al medio de cultivo podria estar estimulando la
accion no de las quitina sintasas propiamente dichas, sino de enzimas relacionadas que
posiblemente estan formando parte del sistema de sintesis de quitina, y cumpliendo una
funcién andloga a la determinada para la glicogenina y para la presunta quitogenina en el

sistema fungico de sintesis de quitina.

5.2 Conclusiones

En los afios recientes se ha hecho evidente que el polisacarido estructural quitina es
sintetizado por una familia de enzimas codificada por maltiples genes CHS de quitina
sintasa, y regulado por una serie de productos de gemes auxiliares que influyen en la

activacion y localizacion de la quitina sintasa (Munro y Gow, 2001).

Debido a la carencia de un modelo para el enquistamiento in vitro de E. histolytica, poco se
sabe acerca de los mecanismos moleculares y procesos enzimaticos implicados en los

procesos de diferenciacion de dicho protozoario parasito.
En este trabajo:

1).- Se determind la secuencia de 2 genes (ERCHS1 y EhCHS2) que codifican quitina

sintasas en el protozoario pardsito E. Aistolytica.

2).- La expresion de los mRNA de las quitina sintasas no aumenta cuando los trofozoitos
son inducidos a la diferenciacién por efecto de los cationes Mg”*, Mn?" y Co®
adicionados al medio de cultivo, lo cual sugicre que las quitina sintasas se encuentran
de manera constitutiva en cada una de las etapas, posiblemente en forma de precursor

inactivo de la enzima.
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3).- El andlisis de la estructura primaria de las proteinas codificadas por los genes EhCHS]
y EhCHS2 revela una gran similitud con las quitina sintasas de insectos, gusanos y

hongos. Dicha similitud se localiza principalmente en la region central o “dominio

catalitico de la enzima”.

4).- Los aminoécidos identificados como esenciales para la funcién de las quitina sintasas
de levaduras se encuentran perfectamente conservados en las quitina sintasas de

E. histolytica.

5).- Ambas proteinas EhCHS presentan multiples segmentos transmembranales en sus
extremos carboxilo y amine-terminal, lo cual es indicativo de que dichas proteinas son

proteinas integrales de la membrana plasmatica.

5.3  Perspectivas

A pesar de décadas de investigacion intensiva, muchos eventos asociados con la
complejidad de formacién y deposicion de quitina son todavia oscuros, o sélo parcialmente
entendidos. La lista incluye el control hormonal de las quitina sintasas tanto al nivel
transcripcional y traduccional asi como también al empaquetamiento post-traduccional de
estas enzimas; trafico y direccion de paquetes/racimos de quitina sintasa a los sitios
apropiados en las células y su insercion intrincada en la membrana plasmatica; activacién
del evento catalitico y su control o modulacion; y la translocation de cadenas de quitina a
través de la membrana celular, su orientacién, fibrilogenesis y asociacién con otros
componentes estructurales extracellular tales como polisacédridos (en hongos) y proteinas

cuticulares (en insectos), (Cohen E, 2001).

En el presente trabajo se determiné la secuencia de dos genes que codifican para quitina
sintasas en E. &istolytica; sin embargo, aun queda por esclarecer los mecanismos que
regulan la actividad de estas enzimas en E. histolytica. Preguntas tales coma: ;El sistema
de sintesis de quitina es un complejo multienzimatico o ¢s catalizado por enzimas
autoreguladas?, ;Las quitina sintasas son reguladas al nivel transcripcional o
posttraduccional?, ;Hay en E. histolytica otras proteinas cuya funcion esté estrechamente

ligada a la activacion de las quitina sintasas o implicadas en la deposicion de éstas a sitios
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especificos en los cuales realizarin su funcion?, ;El sistema de sintesis de quitina en
E. histolytica requiere la actividad de una enzima que sintetice los quito-oligosacéridos
iniciadores de la reaccién como sucede con la glucogenina o la supuesta quitogenina de
hongos?, ;Cuales son los mecanismos que regulan la actividad de estas presuntas enzimas
auxiliares de las quitina sintasas?

Los datos obtenidos en este trabajo nos llevan a suponer que en E. histolytica, ademds de
las quitina sintasas, existen otras enzimas implicadas en el correcto funcionamiento de los
complicados sistemas de sintesis de quitina, ya sea modificando o transportando a las
enzimas responsables de dicha actividad hasta los sitios apropiados en los que realizaran su
funcidn; sin olvidar también la posible presencia de una proteina inicial en el proceso
(quitogenina), respansable de la sintesis del quito-oligosacarido iniciador de la reaccién de

sintesis de quitina.

Actualmente, la carencia de un modelo de enquistamiento en E. histolytica dificulta la
busqueda de respuestas a preguntas tan importantes como las mencionadas anteriormente;
por ello, a pesar de la poca importancia que desde el punto de vista médico tiene
E. invadens, este parasito sigue siendo el organismo modelo para entender los eventos
relacionados al proceso de enquistamiento del género Entamoeba, constituyendo la mejor
herramienta para poder hacer los analisis correspondientes y contestar las preguntas

relacionadas a dichos procesos.

Sin duda, los resultados de estudios moleculares enfocados a encontrar la respuesta a este
tipo de preguntas marcaran el camino a seguir en la busqueda del conocimiento dirigido a
establecer sistemas que permitan bloquear el enquistamiento de E. histolytica y por ende,

la transmision de la enfermedad.
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54  Contribuciones del presente trabajo

Las evidencias mostradas en este trabajo constituyen un paso mds en el dificil camino
hacia el conocimiento del proceso de sintesis de quitina en el protozoario parasito
E. histolytica, y por consiguiente, al conocimiento de procesos involucrados en la
diferenciacion del organismo, especificamente en los aspectos concernientes a la sintesis
de pared, organelo por demds importante en el ciclo de vida del parésito que lo capacita a

ser una forma infectiva y responsable de la transmisién de la enfermedad.

El conocimiento de los genes que codifican para las quitina sintasas de E. histolytica
representa un punto mas de apoyo para que estas enzimas sean consideradas como blancos
para el disefio de drogas especificas que permitan inhibir su actividad y por lo tanto,

bloquear el enquistamiento del parasito.
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In-vitro Additive Synergistic Anti-amoebic Effect of a
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Abstract

Gossypo! has 2 potent anti-amoehic effect on bath Entamocba histolytice axenic cultures and experimental
amoebic hepatic ahscess. However, the margin betwecn the in-vivo offective duse and the toxic dose in
bamaters s relatively smail. While metwomudazole s widely used as ap anti-amocbic medicauoa, it &
considered a pussible carcinagen in man.

With the aid of the Basic Sequential Analytical Simplex Method we tested the effectveness of 12
meuonidazale-gassypol blends where the cancentration of each drug was systematically varied. Amoebic
growth inhibition was abserved (337 1% with respect to controls) using blends containing metronidazole (30—
154 M) and gossypol (S-16uM). The combination comtaining meuonidazole (88 61nM) and gossypal
(995 nM) caused 62% amochic growth inhubition. These concentraions wheee 50% lower than thosc required
to praduce an equivaleat effect using metronidazele ar gossypal glone.

Thus, the actians of metronidazale and gossypol against £. histelytica are additive. Accordingly. the in-vivo
apphcatian of an appropniate combination of metronidazale and gossypol could be as effective as each drug

alone, but less toxic to the host.

Metonidazole is one of tw most widely used medications
against trichamaniasis, giardiasis and amoehiasis (Wehster
1991). Hawever, duc to its taxic effects on DNA (LaRusso
al 1977; Koch-Weser & Goldman 1980; Voogd 1981; Edwards
1986; Martelli et al 1990) metomdazole is cousidersd 1o be &
patenuial carcinogen by the International Agency for Research
on Cancer [1980). Gossypol, a polyphenol extracted from
several species of coron (Gowypium sp.) has paent in-vico
and in-vive anti-amoebic activity, 39- (Gonzalez-Garza &
Said-Femindez 1988) and Y-tumes (Gonzdlez-Garza et al
1996) higher than that of meuonidazole, respectively. Never-
theless, the marygin batween the joost effcctive and lethal dose
af gassypal is celatively small (Gonzalez-Garza et al 1996).

We determined the anti-amoebic effect of a blend series
where the concentration of mewonidazole and gossypol was
varied and systemautically tested for pussible synergistic
effects.

Material and Methods

Parasites

Entamoeba histolytica HM-L : IMSS strain was used in all the
expenments. The wophozoites were mawntained in axenic
conditions in PEHPS medium (Said-“Femandez et al 1988), and
were subcultured ¢very 4 days.

Assaey meihod
Varviug concentratiany uf gossypol and mewronidazole were
added to barosilicate screw capped culture tubes, containing
11 ml fresh stecile PEHPS mediom. Drugs wers used alone or
blended. n all determinations the metronidazole and gossypo!
Correspondence. M T Gonzdlez-Garza y Barron, Divisidn de
Riolapia Celular ¥ Molevular Centia de [nvestigacian Buoinddn =
del Nareste. IMSS. Adininistracion de Corteos No 4. Apartada Past:
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cooceutrations were maintained m a vange from 00
0:020 uM™ and 0-0 ta (1.205 pM, respectively. Metronidarole was
dissalved with phosphate buffered saline (PBS). Gossypol was
added with a minimum volume af NaOH 05N and diluted
with FBS

For experiments where gossypoi—metronidazol blends were
tested, the concentration of each drug was calculated following
the Basic Sequential Analyticzl Simplex Method, (Shavers et
4l 1979). The sualysis started with bleads (=3, where drug
coacentrations were equivalent to submultiples of each drug
1C50, (meuonidazole, 204 nMm and gossypal, 20 nm). The IC30
values were calculated accunding with the method described
clsewbere (Gonzilez-Garza ct al 1938). Blend ! contained 0-5
1CS0 metronidazole with ¢-3 IC50 goasypol; blend 2, 0.5 1C50
meuunidazole, §-25 (CY0 gossypol and blead 3, 0-25 IC5Q
meuuvnidazole with 0.5 [C50 gossypol. The cultare tubes,
cogtaining 11 mL medium and | x 107 amoebae mL~ ', were
mixed with 5Qpl. of cach drug solution (concentrated 200
times with respect to their final concentration), The ubes were
incubared for 72 h at 36°C, cooled ia ice water for [Qmia and
the numbes of trophozoites mL ' in cach tube determined
with a hagmocylormeter. Results were estimated as pexcentage
growth inlubition with respect 1o untreated cuntrols. The (wa
combmmations which produced the highest amoebic grawth
inhibinon and the one that produced the lower inhubition were
identified. The 'wo combinations that produced dhe tighest
inhibition were used again in the fullowing expeciment. The
drug blend that produced the worst results was discarded and
substituted with @ new combination in which the concenteation
of each drug was calculated using the faollowing equation
{Shaver ei al 1979):

C,=1XC, C, (n

where C, way the new qoncentration af mewromidazole, 2X(,
the metromidarzole comwentraticn average i the (wo hlends
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Introduction

Entamaeba histolytica is the causative parasite of amebia-
sis. This peotozoa presents two phases in its life cycle:
rophozoite and cyst. The knowledge of molecular and cell
biology ofcysts isstill quite linited. This is matnly ductothe
unavailability of a method to massively produce cysts in
axenic conditions(1). We recently showed that £. histolvtica
cultivated underaxenic conditions in PEHPS medium fonns
meture cysls having a weak wall(2). The wall of £. invadens
and natural £ Aistalytica cysts conmtain chitin (3). This
polysaccharide is responsible for the characteristic resis-
tanceof thecyst wall. Dasand Gillinin 1991 descnibed in £.
tnvadens, achitin synthase dependent of Mn’* and Co™* (4),
[n other micraorganisins Mg™, Ma™, and Co®* are chitn
synthase cofactors. [m the present study we analyzed the
cffect of vanable concentrations of Mg*™, Mn*"and Ca** on
the clutin synitiesis of encysting £. Aisiwiyticy amebas main-
tained in PEHPS 1nedium in axenic conditions.

Mauterials and Methods

Encystation. The £ hestolvzica HM-1:IMSS strain
was uscd in all experimnents. The amicbas were main-
CErc_sﬁundeme w:
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tained in PEHPS wmedium (3). Glass (6 x 125 mm screw-
capped tubes containing 11 ml mediuta were inoculated
with 1x10® wophozoites (growing logarithmically) per
ml. The cultures were incubated at 37°C for 3 days.
Afterwards, the spent medium was discarded and the
tubes refilled with fresh medium added with vanable
concentrations of MgCl,, MnCl, and CoCl,. Twenty
combinations of divalent cations were tested, which
were calculated by Simplex method (5). The cultures
were incubated at 37°C for 7 days. The cysts were
harvested and washed iwo times with double-distilled
water.

Cyst Wall Resistance to Sodium Dadecyl Sulfate
(SDS). The cysts were resuspended m | ml double-
distilled water, counted with a hemacytometer and dis-
tributed in aliquots of 200 ul. Each of them was mixed
with 200 pl of variable concentrations of SDS (0- | %).
The mixtures were incubated for 10 wnin at room tem-
perature and the perceatage of refringent cyst deter-
mined,

Polysaccharide Purification and Hydralysis. One
hundreding of freeze-dried £. histolvrica cysts were re-
suspended in 5 ml double-distilied water and sonicated
(lUcycles of 75 W/30 sec). This preparation was centri-
fuged. The resultant pellet was washed three tanes and
incubated with 3 sl 2N HCI. Then the resistant matenal
was washed two times with double-distilled waier, re-
suspended in 1.0l ethanal: 1.V NaOH (2:1), heated in
hailing watel for § minand filtered though amicrofiber-
ulass filter. The filter was washed with 3 wil double-
distilfed water and the cluled matenal freeze-dricd.

-4
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Intraduction

Metronidazolc is onc of the most widely used wicdica-
tion agarast Tuchgmoniasts, Giardiasis and Amebiasts
(1). However, duc w 1ts toxic gflects on DNA (2-6),
metromidazole s considered 2 potential carcinogenic
chermical by the lntermational Agency for Research on
Cancer (7). On the other hand, gassypol, a polypherol
cxtracted fram several specics of cottan (Gassypium sp.)
hasa potent in vitro aud éa vive antiamcbic activity; iesc
being, respectively, 39 (R) and nine titnes higher than that
ofmetronidazole. Nevertlicless, themargin between the
most cffective and Icthal doscs ol gossypol is relatively
nacrow (4).

Materials and Mchtods

We currenidy deicnmined dic antiamnebic effectiveness
of a blend series where the concentration of inetronida-
zole and gossypoi was varicd aad tested systematically
In the experiments where the gossypol/imcetranidazol
blends werce tested, the concentration of cach drug was
calculated following the Basic Scquential Analytical
Simplex Metliod ((0], The analysis was started with
blends 1-3, with drug concentrations equivalent to sub-
multiples from each drug {C, (Imctronidazole, 204 nM
and gossypol, 20 nM). The above IC,, valucs were
calculated as described elsewhere (8). Blend (t) con-
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taincd 172 IC,, metronidazole plus 1/2 1C, gossypol;
blend (2), 1£2 1C, metromidazale, V/4 IC, gossypol, and
bicad (3) 1/4 1C, inctronidazole plus 1/2 IC,, gossypal.
Thic culture tubes, conlaimag #) ml medivim and | x 19
amecbas/ml, were mixed with 50 p! froin cach drug
solution, concentraied 200 times with respect to their
final concentration. The wbces were incubated for 72 h at
36°C. coolced en ice waler for 10 min and the number of
trophozoites/ml in cach lube determined with an
haemocylomeler.

The results wereestunated as the percentage of growth
infubition with respeet (0 1he untreated controls.

Results and Discussion

The combination hat produced the best results corre-
spanded to the blend of 8.5 nM gossypol and 140.36 nM
nwlronidazele, corrcsponding to a inolar relationship of
L:17. Thus, metronidazole (88.61 nM)/gossypol (9.95
nM} blend could be the best alternative 1o be tested in
vivo. Inourassay conditions, this blend produced one of
the highest amcebic growlh inhibitory cfTects with drug
concenlrations 50% lower than thosc required to pro-
duce a snnilar ¢ffect with mctromdazole or gossypol
alone.

When metronidazolc and gossypol were tested sepa-
ratcly atthe saine concentrations used in the best blend,
an inhibitory cflecl af 40.4 % and 2).8 %, respectively
was observed. These results indicate that thehibitory
clfect obscrved with the blend #s the result of an
antizmebic additive synergisia ol gossypol and met-
ronidazolc.

The results here presented strongly suggest that it is
possibic te reduce tlie metronidazole and gossypol dases
thore than 50% i( these are used combined instead of
alone. Nevertlicless, this possibility needs to be investi-
gated (1 vivo.
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Background. Entamaoeba histaiytica forms cyst-like structures {CLS t in PEHFS but aot in
TYS-33 medium. Sodium dodecyl sulfate [(SDS ¢0.1%)] dissolves most of thent i 10
. bue not patural cysts. Chitn is responsible manly tor cvst wall resistance. Its synthe-
sis depends an Mg=". Mn>~_ar Co™*, whose action 1 interactuve. With the aid of the Sim-
plex method. we analyzed the effect of 10 blends of these cations to find the one that.
when added vo PEHPS. produged the highest proportion of CLS resistant w {% SDS
(RCLS).

Methods. The concentzation of Mg, Mn*~. and Co’” was determined in PEHPS and
TYL-S-33 with a flame aomic absorption spectrameter. The proportion of RCLS pro-
duced in PEHPS wiih gach 1on blend was tested. The CLS and RCLS affinity to fluores-
cein wheat germ agghutinin (WGASFITC). which binds chiun. was detemuned

Results, PERPS contained a similar concentration of Co*™ (0.52 uM) and 3.4 and 1.6
times more Mg*" (798 pM) and Mno** (3.15 WM than TY1-5-33. respectively. The pro-
portion of RCLS increased gradually in PEHPS unti! reaching 3.6 = 1 43% with MgCl,
122 mM. MaCl; 14.44 mM. and CoCl- 1944 miM (ion blend No. 200 Both CLS and
RCLS bound WGA/FITC. The RCLS formed in the preseace of ion blend No. 20 ap-
peared wrinkled,

Conclusions. Mg*~. Mn?"_ and Cu** enhanced the ability of PEHPS 10 form RCLS. pos-
sibly because these 1ons stimulated their chitin svnthesis Although on blend No. 20 pre-
duced the highest proportion of RCL.S. this high ion concentration may be axic tar en-
cysiing amebas,  © 2000 [MSS. Published by Elsevier Science Inc.

Key Words: Entamocha fiistolviica. Encystauion, Cysis. Chiun sinthases. Divalent cations. Cyseell
wall. Detergewts, Hyporenic shick. Basie Seyuental Simiples Meshed
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[ntroduction

The biological cycle of Erramaeba histalytica consists of
two stages: cyst (infective form), and traphazoite (invasive
form). While the molecular and cell biolagy of traophozoites
has been intensively studied, encystation s still poorly un-
decstood. Thus fact 1s mainly due 10 the absence of a culture
medium that permits massive encystation under axeaic con-
ditions. We previously pointed out that E. histolvtica spon-
aneously forms cyst-like struccurey (CLS) in PEHPS cul-
wre medium. The wall of most CLS did not resist the lytic
effect of Q 4% sodium dodecyl sulfate (SDS) (1). Notwith-
standing, when PEHPS was supplemented with an Mg**
(1.22 mM). Mn*' (14.44 mM), and Co?*(19.44 mM) ion
blend, the CLS wall resisted 1% SDS for 14 mia. although
these cells showed an (rregulac shape and a wrinkled surtace
(2). In this study. with the aid of the Simplex methad (3}, we
ana{yzed the effect of 10 factors on high-quality CLS for-
mation (HQ-CLS), under axenic conditions.

Matenriuls and Methods

Amebas and cnluvation merhads. The E. hiswolytica HM- |+
IMSS strain was used in all experiments, Twenty-five me-
dia were designed and tested with the aid of the Simplex
method modified for multiple variables and multiple re-
spanses ().

I'he study was performed in four steps. In the first, a ma-
trix of || media canaintng all 10 chemical factors under

Address reprin requests a: Sulvador Sud-Femdndes, Cenmra de Dinves.

Haucion emmedivy Jel Noreste, As, 1 de Abril y San Las Powsd, Talsaig”
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study was tested, and the concentration of the factors pro-
ducing the worst and best results was determined. During
the study, the concenteation of each factor in the previausly
mentioned media varied betwezn a lowest and highest limie,
chosen arbitrarily. The factors studied and their initial con-
centration |imits wexe the following: bovine serum {0~ %);
glucose (0-6%); sodium tetraborate (0—4 mM); MgCl, (14
mM); MnCl, (1-10 mM); CoCl, (1-10 mM): liver and pan-
creas extract (0-2.5%) (4); Diamond’s vitamin mixture 107
(0-0.05%): phosphate (0-0.66 mM), and CaCl, (04 mM).
To ¢anform the secand set of media. the 10 factors groduc-
ing the worst results in step | were discarded. while the one
that produced the best results was kept. By takiag into ac~
count the concentration of cach particular factor in media
producing the warst and the hest results, a second set of 10
new media were calculated. Results ohtamed with each me-
dia from the second set were compared with results ob-
tained with the best media from the first set (3). By follow-
ing this pracedure, four additional media were discarded
and substituted by four new media, which conformed the
third set. The cncespoading results were compared with the
results of the foruer media, discarding only one medium.
The substituting medium conformed the fount set. The
study was finished when the latter media produced worse
results than those produced by any of the former.

All media were (reshly prepared. using a basal medium
(Casein peplene 2% in double-distilled watcrt This me-
dium was di~tributed in 6-mL ahquots, im glass 16 X 125-
mm screwdip lubes, and appropriate volumes of each of the
previausly described componients were added. reaching a fi-
nal valume ol 12 bl All tubes were geatly stired. immmedi-
ately inaculated wah 2.1 X LU* (ryphosoites, and incubated
tor 7 days at 37°C All determinauons were mmade w tnplicate.

HQ-CLS evalvaam The biologicd yuahine of HQ-CLS
produced v cach of e previausly described media was es

(IS LUMKE S see T nager. Copurghn © 2000 IMSS Publiched e Elseveer Scieine s
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The genome of Entamaeba histolytica is considered to possess very few intervening sequences (in-
trans), as onty 5 intron-cantaining genes fram this protozoan parasite have been reported so far
However, while sequencing a number of genomic contigs as well as three independent genes cading
for ribosomal pratein L27a, we have identified 9 additional intran-cantaining genes af E. histolytica
and the closely related species Entamoeba dispar, indicating that introns are more comman in these
organisms than previously suggested. The variaus amoeba introns are relatively short comprising
between 46 and 115 nucleotides ondy and have a higher AT-cantent compared to the corresponding
exon sequences, In contrast to higher eukaryotes, amaeba introns do not contain a well-conserved
branch point consensus, and have extended donor and acceplor splice sites of the sequences
GTTTGTT and TAG, respectively. Consistent with the close phylogenetic relationship of E. fiistolytica
and £. dispar, the position and (ength of introns is conserved between the two species but the degree

of sequence identity is reduced compared to arthologous coding regions.

Introduction

The twa intestinal protozoan parasites Entamoeba
histolytica and Entamoeba dispar are the closest rel-
atives among aji Entamoeba specigs known sq far
(Clark and Diamond 1997). Both organisms are in-
distinguishable by morphological ctiteria ang highly
sirmular in genetic background, cell biology and host
range (Diamond and Clark 1991). Their close phylo-
genetic refationship is undertined by the fact that
rBNA sequences are as much as 98.4% identical.
Despite these similarities the two amoeba species
have different properties with regard to pathogenic-
ity. Both colonize the human gut but only E. histolyt-

' Carrespording author;
fax 49-40.42818-512
e-mail laonich@uni uni-hambucg .de

ica is able to cause invasive diseases such as hem-
orrhagic colitis or extraintestinal abscesses. €. dis-
par is a harmless gut commensal without any
pathogenic potential, Thus, the comparison of the
two arganisms constitutes an interesting area of re-
search towards the itentification and analysis of
factors that might be instrumental for amgeba
pathogenicity.

Recently performed DNA compansans by South-
ern blot analysis with a considerable number of
E. fustolytica cONA protes dentified 3 genes that
are absent or non-functional In E. dispar {Bruchhaus
et al. 1996; Willhoeft et al. 1999a; 1999b). In con-
trast, all other genes as far as investigated are well
conserved between the two species and an aver-
age, orthalogous coding and noncoding Seguences

1434-4610/01/152/02-149 $ 15 40/0
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nax differ significanty (P > 0.05) with change in concenuaion
of acetyichaoliae.

Adaptation t@ the stimulus was noted in scveral of the re-
cordings. Three of the 5 nematodes tested showed adaptation
within the 2-min period of exposuce to 100 mM acetyicholine:
adaptation occurred from 54, 89, and 101 sec after the onser ol
a4 response The other T recordings showed sustained levels of
actvity throughout the 2 min. In the response ta 10 mM ace-
tvichaline. all 3 nematodes showed adaptation withia the 2 min
that diey were exposed o the sumulus, The meaa time tiken
beface adaptation became evident was 21.8 = 5.7 s=¢ after the
onset of a response.

The perfusion system enables sequential exposure of the
same nematude 10 dilferene coacentradons of acevylchuline. To
verify the conurasting responses to 0.1 and 10 mM acetvicho-
Iine. recordings weee taken (rom 35 adult female L. appendicu-
lara for 2 2-min period prioe (0. and during, stimulation with
Q.1 mM acerylcholine. The acetyicholine was then washed off
with tresh PBS. and recording was cantinued for a funther 2
nmun before each nematode was stimaulated with 10 mM acetyl-
choline. The means and stundard errors of the number of spikes
per secand betore, during. and after exposure 10 0.1 miM ace-
tylchaling were Q.06 = 002, 0.10 = 0.02, and O0.11 = Q.00
respectively; during and after exposure w 10 mm acetvicholine,
the values were 0.60 + 008 and 0.11 = 0.03, rexpectively.
These dara confitmed that there was no increase (P > 003) in
clectnical acuvity on sumulagon wath 0.1 mM acetylcholine.
whereas subsequent expasure © 10 mM acerylcholine elicied
a significant (P < 0.05) response. A ypical recording shuwing
the acuvity obtained from the sequential expasure of an adult
tcmale L. appendiculara 10 0.1 mM acetyicholine and 10 mM
acetvlcholine is given in Figure 1.

This work on L appendiculata demonsuaies the use electro-
physiological techniques ta secord sensory cesponses from an
msect-parasine nemaiode. [t also demonstrates concetrauon-
dependent responses from a live intact nematade and shows that
the use of a perfusion system. allowing a live nemutode 10 be
expased sequentially to different concentravons of a test com-
pound. 15 a feasible expenmental approach to defing conventra-
tion levels that wrigger a response. Calquhgun e al. (19911 mea-

RESEARCH NOTES ¢

sured the membrane putcntial of eacised somatic muscle cel
of Arcaris suum m response 1o acetyichaline and aganists. Ac
wylcholine depolarized the cells with 2 threshold around | pr
L. In the present work, using whote inwact mematodes, u
threshold concentration below which diere was no increase
spike activity was much higher, between 0.1 and | mM; it w.
less than G.1 mM for G. restochiensis (Ralle e1 al., 7000). Tt
aclual concentration that is triggering a response in the nem
tode is likely to be lower than the externally applied conce
uation and may account for these diffecences.

Evidence for the role of acetylcholine in Caenorhabditis «f
gany comes from a variety of experimental approaches (Ras
and Nonct. 1997). but as yet. n@ peuretransmitler specific(
has been assigned (0 neurons associated with the amphids, t
main chemosensilla of nematodes. The increase in spike gcuvi
on addition of acetylcholine w L appendiculara could indica
a rolc in the chemoseasory ncurens of nernatodes (with ent
via the cuticie or through the amphidial pore). Alicmativel
this increase 1n activity could be due 0 & chemelactic cespons
indicaung an acetylcholine receptor on the amphidial surfs
ar a recepwor that shows promiscuous binding.

R.N.R. was suppuried by a Biotechnoloyy and Biclogi
Sciences Research Council (BBSRC) studertship that is grat
fully acknowledged. IACR reccives grant-aided support fro
the BBSRC of the United Kingdom.

UTERATURE CITED

Cotquroun. L.. L. Houoen-DYe. anD R Walxer. (991, The pharm
cology of cholinoceptars aa the sginatic mwscle cells of the pa
sitic nematode Ascaris suwmn. Joumnal of Experimemtal Biology
S09-530

RanD. J. B AND M. L WNowneT. 1997, Synaptic transmssion, in
elegans W, D. L. Riddle, T. Blumenthal. B. J. Mever and J.
Preiss teds.). Cold Sprang Huedar Laboratory Press, Cold Spn
Harbor. New Yark. p, 611641,

Rolre. R N. L Barrerr. anvD R, N, Pergy. 2000. Aaalvsis of of
moscnsory responses of second stage juveniles of Globodera r
tcinensis using clecurophysiological techniques. Nematology
525-533

RaTH. L. M., axg E. R. WiLus. 1960. The bionc associaunns of ¢
roaches, Smithsonan Mukelldneays Collectians 1413 1909-211,

2 Purgsid ¥y 2L p €19,
€ Ameacan aordy vl Putpaakogiag T

Mg?+, Mn2+, and Co?* Stimulate Entamoeta histolytica to Produce Chitin-like Material
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averace The nwechanesen of Eweamaen ipstolviica cyst <ol wall
sLaiesis 1 nae well undersuan). Presvos research has shown that oy «t-
lihe siructuees furmed in the presgnce of chwg synhase Caiscton
(M Mae L und Cod o renst 19% sadwurn dodecy! sulfaie lysiy \RCLS),

whereas thowe fomied nothe absence ar cafacturs ¢CLS  da noe.
rophorgnes dre i, sty destrared Taee suggess thdt £ Jrgieni
13 able g satheyue oun, Mg o differenuahon process yi
axeme canditivns. To 12st this e pothesis, polvsucenaride drolys









