UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

POR
MC ISAIAS BALDERAS-RENTERIA

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL
GRADO DE DOCTOR EN CIENCIAS CON
ESPECIALIDAD EN BIOTECNOLOGIA

SEPTIEMBRE, 2000



VIIALNZY-SVUIATVE SVIVSI ON




1080124482



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

AISLAMIENTO DE RNA MENSAJEROS QUE CODIFICAN
ANTIGENOS RECOMBINANTES DESPLEGADCS
DIFERENCIALMENTE EN ESTADOS VIRULENTO Y NO
VIRULENTO POR Entamoeba histolytica.

POR

MC I1SAIAS BALDERAS-RENTERIA

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL
GRADO DE DOCTOR EN CIENCIAS CON
ESPECIALIDAD EN BIOTECNOLOGIA.

SEPTIEMBRE, 2000



7D

L1y

- AS

53

2 oo



AISLAMIENTO DE RNA MENSAJEROS QUE CODIFICAN ANTIGENOS
RECCMBINANTES DESPLEGADOS DIFERENCIALMENTE EN ESTADOS
VIRULENTO Y NO VIRULENTO POR Entarmoeba histofytica.

Aprobacion por Comiié de Tesls.

A

Dra. Liaf. Morales Ramos.
Presidenie

Or. Luis J. Galan Wong.
l1erVocal

P P
Dr. Maria R. Morales Vallarta.

iR cal
S

Y ’/JIQ\

Dr. Benda Pereyra Afférez.
3e

TV aip Gl Elbnte AR
/Dra Ma. Julia Verde Star.
Jefa de la Division de Estudios de Postgrado




E! desarrolio expenmental del presente trebajo se llevé a cabo en la
Unidad de Higado dael Hospital Universitario "Dr. J. E. Gonzelezr", y en el
Laboratorio de Microbfoiogla Industrial de la Fecultad de Clancias
Biologicas de la Universided Autdnoma da Nuyevo Ledn, bajo ja direccibn

de las Dras. Linda E. Mufioz Espinosa y Lilia H, Marales Ramas.



DECICATORA

A DIOS
Has guisde mi wids

A M MADRE
LA RENTERIA ORTEGA

Has protegidn mi vids

A LA MEMORA DF MY PADRE
CESAR €. Bl DERAS ALLLANDRCD
Me has mastrado o gura de fa ida

A M HERMANAS
DALIA ESTHER Y DLALA
L@ han dado fuficided @ mi vida

A M SOBRINA ANAKAREN

. T

Hac yonido g Tuminar mi viga

A AN FRANCISCO
Me hgs riadn 4 consegur cuglquier cass

an m; e

u



AGRADECIMIENTOS

A laa Instituciones:

Agradezeo a la Unidad de Higado del Hospital Universitanio por las facilidades
otcrgadas para el trabajo sxpenmental.

Agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tesnologia por la beca acreditada
para la realizacion de la presente tesis.

Agradezoo al Hospital Civil de Belén y Facultaa de Medicina de la Dniversidad
de Guadalajara, Jal, por las facilidades y el malerial necesitado en su
momenta.

Agradezco al Departamenio de Microbiolngia de la Fac. de Clencias Biolégicas
de la UANL gar la total dispesicion para ayudarnos en el trabajo experimental,
Agradezco al Centro de Investigacidn Bicmnédica del Noreste del IMSS por

brindamme ef tiempo y espacio necesarios para mi formacion inicial.

A las Personas:

A "WHQH. epo Bej2apui, TU AEPTETUO IECLC YNMOTLD TEQ UL GOTEPIDV,

A |1a Dra. Linda MuAoz por bindarme la oportumidad de dsscubrr mi propia
capacidad.

A |a Dra. Lily Morales por creer en mi, por SU paciencia y comprension.

Al Dr. Luis Galan por su ejemplo, su apoyo y Sus cansejos en 0s mementos
criticos.

A log Dres, Mario Morales y Benito Pereyra por sus valiosas aportaciones desde

al planteamiento del anteproyecto hasta la revision de |a tesis,

m



Al Dr. Jesus Ancer pof los apoyos y permisos necesanos para la exposiadn de
log resultados de |a tesis.

A mi madre, mis hermanas, mis abuelos, mis tHos y mis pimos y a mi “olra
familia™ por soponar mi vida personal cuando la vida laberal estaba dificil.

A mis maesiras Emilia Vasquez, Ilvcnne Camacho y Martha Suarez, porque
mucho de lo que yo pueda ser, es parte de la formacién que usiedes me dieron,
y par |la oportunidad que me han brindado de regresar a mi escuela un poco de
lo mucho qué me ha dado.

A mis companeros de ftrabajo, Paula Cordero, Lupita Rodriguez, Letty
Hernandez, Lupta Perez, Alma. Don Manuel y Celina pues gracias a la grata
convivencia diaria y la ayuda mutua tambien se consigue avanzar en la ciencia.
A mi amigo Luis, por companir ks buenos y los no tan buenaos momentos de
nuestra formacibn académica. Por ser ademas, como un hemano para mi.

A Juan, porque sobrellevaste conmigo la parte mas dificil de todo eslto: la parte

final.



TABLA DE CONTENIDO

Capitulo

Pégina
I. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES ... oot ecaeseans cone an senemnsscenn e |
1.1 INTRODUCCION .o ee s eemrmmsesssmses memme e ot ———— 1
1.1.1 La amibi@SiB. .o mcvimirecemiree cmm e rcemensemmasens o i e |
1.12 El parasito Enfamoeba hiSIONCE.....e.e vainene- R O |
1 2 ANT E G E D ENTE S e e et teeeess ess esesmmennssss s ee s st assmss smse sess semsmnmn w3
1.2.1 Entamoeba HiStolyticd ¥ ENtaMDEDB TISPB. emu e vmieimesime veen 3
1.2 2 Patogenicidad de E. histolylica.................. . 4

1.2.23 Citotoxicidad da £, WSIONHICAuwsmiamisimisisssimisenminssasarsorisind®
1.3 AVANCES EN EL DESARROLLC DE PRUEBAS
DIAGNOSTICAS PARA AMIBIASIS POR E. histolytics. .......cccveeenn?
1.3.1 Diagndsbeo clasico de amibiasis por £, NSIOAKCE. ....c..o.vveviene T
1.3.2 Métodos comunas de dlagnosticn ellnlco de amibiasis....-........7
1.3.3 Diagnéstico Molacular
1.3 4 Seradiagnéstico con Antigenas Recombinantes.......uvee 10
1.4 TRATAMIENTO Y PROFILAXIS CONTRA LA AMIBIASIS.............--11
1.4.1 Vacuna contra |a amibiasis por £. histolyfica........c...c.cceemee. 12
1.5 APLICACIONES DE LA BIOTECNOLOGIA EN LA
INVESTIGACION SOBRE AMIBIASIS Y £. NiSlOI{ICE, 1 resaes cassensarms 13

1 06 IDENTI FICAC'ON DE GENE.S ATRL AT} LLRL R R} LLRATRALILEL T AL AL ARl bl '13




1.6.1 Biblictecas de DNA complementanc..c...c.cceein e e —— |

1.6.2 ldentificackdn de clonas de cONA......... o L |-

1.8.3 Clonacion de genes expresados diferancialmente par
LIND N (SINE BOPOCHE: s isomisiiisasasmsnsnss sasnnssss spsssississmiseimssonsss 1D
1.6.4 Blhlintecas de eDNA construidas an el vactor SurfZAP............ 18
1.6.5 Disefio de los insertos para el vector SUZAP.......cce.eee.e.. 21
1.7 IMPORTANCIA, JUSTIFICACION Y ORIGINALIDAD s ssessservsssnne 1022
1.8 HIPOTESIS comuimecemtescem s msemesacsmnes

19 DBIETIVOS, .. cvuccsmssmsnmssnsn

L ] GYPRPEROEIVOPIPIFVOUEI N Py ®oW " nume 25

1 -9-1 Objemo genm I‘ PARAPI RO R4 AR R NI I bBACP R Da®a0 oo 04 00 L R 0ly Uy S0, LE VO L0 LD Lo bl 126

1.9.2 ObIetivDs BSPLOITICOS . ccccmreecers emessmrmermsssneravareras « resssrssersremmens 26

IIMATERIALES Y METODOS......ec..onc.c.e

2- 1 mTE R |AL B'OLO G I CO SO PAPCPIIN PRI PULRP IO ERPRICOAPR PO A PAROSARARSOOLO RN LA MO AR DAY l27

2.2 CRITERIDS DE INCLUSION Y EXCLUSION. oY R 2B

2.2.1 Critenios de Inclusion........ 28
2 2 2 Cilerios A EXCIMBION..cysissssssismnicsmsaieom iamsnisasssiissiimimmysisien 28
2 3 ESTRATEGIA GENERAL. T —— . 29

2 4 DBTENCION DE CULTIVOS VIRULENTO Y NO VIRULENTO.......30
2.4 1 Cultivo axénicos de E. HISIONHICA....cummieiree e s covimsonss susmsmss svans 3n
2 4 2 Induccién del absceso hepatico amibiano en hamster ..........31

2.4.3 Cosecha de amibas a partir del abscesao hapatico

de hémterh'll LIBORAESI MO RIS IAORIAIncasmamur o RIIVMAOAEd sv so snmemomumundfS0AN hase 31

2 . 5 EXTMCCION D E D NA AM'B IMOI i8R dS0 hiaREe 4IRNEIRAGRM Rddd hd an nambhaniiOO Ol »32

¥l



2 6 PCR PARA DIFERENCIACION DE ESPECIES......... S e PR

2.6.1 Amplificacion....cc.ceueen.. 33

2.6.2 Loa INIABAOIES. ... ot e iimecnrte ot brsseminm e e sa st samsnss snsnssss oo
2.6.3 Analisis electroforético de |og productos amplificades....ovvew... 34
2.7 DETECCION DE DNA POLIMCRFIGO AMPLIFICADO AL AZAR....35
2.8 DETECCION DE mRNA DESPLEGADOS DIFERENCIALMENTE...38

2 8 1 Exdraccin o RNAL. oo .. isvssssmsssmmes sesssssassasiissis 38

2.8.2 Relrotranscrpcian............ - 37

2.B.3 Comimiento de la Electrofor@siS.. e nmuisss — 38

2.9 DETERMINACION DE LA VARIABILIDAD FENOTIPICA
DE £, PUSIONTICR. ..o vueeeiisminiarcaversasasasrssssssse svavorass st sasros bas ssmensnssorss A1

2.9.1 Determinacidon de la actividad hemollfica.,, ..o eiaeenaioinnpenn ]
2.9.2 Delerminacion de la tase de efitrofagocitosis...ccceveveerceieere 82
2.9.3 Determinacisn de la citotoxicidad scbre células MDCK.. ... .42
2.9.3.1 Siembra de MiCroplaca v eaimenie e asrneaisissersis ivosarareesss $3

2.9.3.2 Ensay0 ColonmMeinto. iam vreamarsirinsrnensnsnnernan o

2.10 SELECCION CE mRNA DIFERENCIALES . ucuisrermeasnissnsomsiscmes 84
2.10.1 Estrategia de Sel2cCiOn. ... c..i;eurieisirosmsnnerisravivss rameravrsare o

2.10.2 Extraccion de RNA total............. . pmeseeaiaranisanass Ab

2.10-3 Sim3i$ * CDNA- [ERA R AN L AR S AR A NR AR A N AL T TIRTRINTITRILAAL TT T YY) !‘l'..'“.“
2.10.4 Hibndacidn MRMNACDNAL....... .. e e emtsteninc e e sens cranens B
2.10.5 Obtenclén da mRNA mediante Extraceidn con

Calumna Oligod(T).. A A G AR AR AR A €8 R SR R 47

211 CONSTRUCCICN DE BIBLIOTECAS. . ot teeen i cmememne e smeeean 48

Vil



2.11.1 Alineacin de |niciadomes para formar ks

AGADIAAONE 3' Y 5'......oossamsses e ee e mms e srsssesrasapermsmss e .49

2.11.2 Unién dal Adaptadar 3' a los mRNA Diferenciales................52

& T1.3 ROl AN S T i IO o cxs s enmanmon srm s smns s s wmoamena s o ssasmmis smmssnis sy DD

2.11 4 Sintesia de la Segunda Cadena . " SRR . ¢

2 11.6 Unidn del Adaptadar S..........ccerreereriernsrcsssssrararsossosesessases 53

2.11.8 Clonacidn de Insartos al Vector Fagico 53

2.11.7 Empaquelamiento del Veclor.......ormmainiisiiisumiesen. - 54
2.11.8 Preparacion de Bacterias Hogpedaderas....—-...........c........ .54
2.11.8 Trtulacién de 18 BiboteCa. v . s rvvirsersiriessssmasiacsnsesnerirscornn. 1 9 8
2.12 TAMIZAJE INMUNQLOGICO DE LAS BIBLIQTECAS....... <.....,.. 58
2 12.1 Preparacion ge 108 FIllF0S...... .o cice s coraanean cnnesssissnonsssicers B8

2 12 2 Uniodn del Anfisuero...... \ Ag

2 12 .3 Unidn del Anticuerpe Segundano Biotinilado ...... WTeTesah ey 57

213 PRUEBA CON SUERQS. ..o ciccminiireiiirnc e, 58

Il RESULTADOS. ....coommumsmuiissmissmuiossns sushswans vasosssissosrumsnonsi s ssssos 59
3.1 OBTENCION DEL CULTIVO VIRULENTO A PARTIR

DEL ABSCESQ.... crieisssmsnnrsms s eenanne .59

3.2 EXTRACCION OE DNA Y RNA.......ccenreeevsesrmsscns snm e sestossamereeres 00
3.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PARA
DIFERENCIAR ESPECIES EN LOS CULTIVOS...cuvereniorsnsrsnrrern81
3.4 DETECCIGN DE POLIMORFISMOS AMPLIFICADOS
AL AZAR.coicntsaissmiosmsatorssssinssssesse sras sissasn

Yl



3.5 DESPUEGUE DIFERENCIAL DE mRNA EN CV Y CNV....ounieimemen 83
3.6 DETERMINACION DE PARAMETROS FENOTIPICOS.................65
3.6.1 Entrofagocitosis. . oottt e avnearars et 0a0d O

3.6.2 Actividad hemalltica............ccoumeeemeann o s em v v OO

3.€.3 Citctoxicidad sobre células MDCK - STPPRORUIOPTOTO - -

3.7 TITULACION DE LAS BIBLIOTECAS DE cONA.........cccmeevirasarernsB8
3.8 TAMIME INMUNOLOGICO\l-.-l-ll.--.l".‘ll-l.-‘..‘.‘..l..l IRT AR RN IS RV T ----“
3.8 INMUNORREACTIVIDAD CRUZADA DE LAS

CLONAS AISLADAS. ....cceevciieicimeraamn —

W T WE S ) S . |

V. CONCLUSIONES..........cccneeenen B -  — ceermin B3

¥l PERSPECTIVAS.. N )Tl D 85

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cccceiiveneveerasrvnes comimsmmmssrasssessnsenss: 36

APENDICES...... oo ecie it itttne s ee o nmcesmssenensesssestassssssssessssssosssstastserssnomseone 1O

X



LISTA DE TABLAS

Tablas Pagina

I. Secuancias de los oligonucleétidos para PCR diferenclal.............._. =7 |

Il. Secusncia del inkciador OP-2 para detaccitn de polimorfiemos........36

i, Coctwl de PCR para amplificacion de ¢cCNA de

despliegue diferencial............... it e e s e, D

IV. Secuencia de los iniciadores utilizados para PCR de

despliegue diferencial................... AU U . W | F— 41

V. Sgcuencias da los oligonuclestides que forman los

adaptadores............. retsamesnenmmrerne namnne -
Vl. Coctel de digeation para formar sitio cohesivo Spel................... 52
VIl. Raaccidn de ligecion de los insertos al vector SurfZAP.......... O |

VIl Parémetroa fenotiplcos asociados a virulencla

en 5 hi‘wc’ ----- i s 48204008, sets ewndls g arscsmmuvenvanmh II..GS



IX Clonaa de CV reladas contra los sueros de pacientes

asintomdticoa.............. DR T e 70

X Clonas de CV rotadas contra los sueros de personas

..na.l.l.lill RN EIEAOAERNOIRPLR NI LIRORIN ST FERT RTSOD Teha '-'.lllI.l.l.'l’l.l’..l.l“?‘

X! Clonas de CNY retadas contra los sueros de pacientss

con absceso hepético amibiano............. - i |

Xll Clonag da CNY retadas contra los sueros de personas

SANAB...c..coimianrinees eeteesinesnrasane s sren s semsnssanmants pe s ssuvarpers F O

Xl



LISTA DE FIGURAS

Flgura Pagina

1- EI vmr su mP-“ICI'IO'Q‘ [ARR L) IRAIRIRTRY . 1131} lllll"!\“lll.“‘lll.lt..l.l“1a

2. Proceso de expresidn de las protsinas de fusion.............convmevimreene . 20

3. Estratagia genenal....................

4. Daapliegua difarenclal de MRNA........c it i s i AD

5. Determinacion de eritrofagociteosis y actividad hemolilica......ivianennn 42

6. Determinacion de citotoXicidad....c...cce.e e iemeaimiace remn e semnmmemes sree e -’ |

7. Estrategia de seleccién de mRNA diferenclales......................._....45

8. Preparacion de insertoe para clonacién a vactor...........cccunnmnaiannenn 30

9. Caracternisticas de adaptadores para INBOrtO®..ucciievariinearsmsnisiens 91

10. Aspacto microscoplico de laa lesiones hepaticas

POP E. PISTOIIIC A, o ccuicon ovinomsimsnnmnssonuses i obssss coksnviiemsvas nye  aiss iy s ke 60

X1



11. Aspacto del RNA amibiano en gel e AGATOSA..............c..covees rresares B

12. Electroforesis en gel de Agarosa al 2% mostrando o3 productos

amplificados a partir de DNA gendmico amiblano..........................62

13. Polimorfismo on ¢l genoma de E. histolyticade CV y CNY.........n0. 83

14. Despliegue difsrencial de mRNA en Entsmoeba hisholytica..............64

15. Curva del % de Eritrofagocltosis contra tlempo de CV y CNV.......... 66

16. Microplaca mostrando la citotoxicidad de CV y CNV

‘wm d'u laa “m K\ TP VRO TIPITIOBITNT I ISVITANIRTIDATPRIT IGO0 TIRINIBIIANINTLIDINIDPAIRIIDY .OG?

17. Grafica de la clotoxicidad de CV y CNV sobese célulag MDCK..............67

18. Aspecto de uno de loa Filtros de Nitrocelulosa con clonaa posltivas..69

Xm



AQ-Rec
«C
cDNA

CNV

DEFC
ONA
dNTP

Ble)

min
ml
mM

mosmol

LISTA DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

Antigeno Recombinante

Grados Centigrados

DNA complementano a la cadena de mRNA
Cultivo No Virulento

Cunlve Virulents

Dietil Pirocarbonato

Acido Desoxirrbonudeica
Dgsoxinucledtidos Trifosfatados
Densidad Optica

Gramos

Horas

Peroxidasa de Rabano

lsopropil tio-f1-D-qalactésido Plranosa
Kilodakones

Kilogsamo

Litro

Concentracion Molar

Minutcs

Mililitros

Concentracién Milimelar

Miliosmoles

Xy



mRNA

MTT

ng

nm
NP-40
OMS
PCR
P9

pH
PMS
RAPD-PCR
RNA
pPm
Seg

U
UFP

UH

X9

RNA mensajeros

3.(4 S-dmetiltiaznl-2-i[}-2, 5-bromuro de difeniketrazolio
Microgramos

Microhitroa

Conceniracion Micromalar

Nanogramos

Nandémetros

Nonidet P40

Organizacion Mundial de la Salud

Reaccidn en Cadena de la Polimerasa

Picogramos

Logaritmo negativo de la Concantracion de lones Hidrogeno
Formazan

Deteccldn de Polimorfismas mediante Amplificaddn al Azar
Acide Ribanucleica

Revolucicnes por Minuto

Segundos

Unidades

Unidades Formadoras de Placa

Unidades Hemgliticas

Voltios

Nimero de Veces la Concentracién de la Salucién

Namero de Veces la Fuerza de Gravedad

b8 §



ABSTRACT

Isclabon of mRNA Enceding Raecombinant Specific Antigen Differentially

Displayed by E. histolytica Virulent and Non-virulent Strains.

The study of cloned populalions and genetically related organisms is important
to understand the molecular basis of variability in Eniamoeba histolytica. In this
study we present the results fiom the analysis of molecular events triggeted by
the £. histoiviica trophozoiles througout passage by hamster’s liver in order to
produca experimental amebic liver abscess (ALA) ard conseguenily lo
reactivate fis virulence. And the isolation of the mRNA differentially diaplayed in
such condtions by means of the immunological scresning of sustraciive cDNA
libraries. We svaluated phenotypic variability related to vinulence in viro by
meane of the rate of erylraphagocytosis, hemolytic activity and the cytotoxic
affects un cell cultured MDCK monolayers. Genotypic vanability was detemmined
by genetic polymorphism using random amplified polymorphic DNA (RAFPD)
technique, and to study differential gene expresion we used differential MRNA
display to identify differences in subsets of transcripts levels. Construction of
sustractive cONA Iibraries was performance using both kind of cultures: Cultures
studied before (BALA) and after (AALA) inoculation in hamster peritoneal cavity.
Our resulls demonstrate that bath cultures exhibited vaniability in their virulence
in vitro, The rate of erytrophagocytosis of the BALA was 43% ingested red hlood
celis (RBC). while AALA ingasted 97% of RBC. Trophozoites of BALA destroyed
37% of the cell culture monolayers in comparison with 83% deslroyed by the
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trophozoites of AALA. About absolute hemolytic activity, BALA prezented 26.50
hemolyitc Unitsf10° trophozoites/90 min (hL), while AALA presented 70.30 hU.
RAFO technigue allowed us tp observe differert number and intersity of marker
bands in both cultures suggesiing genelic polymorphic markers detected in E
hisiolytica. Respect to differential display our results showed an increase n level
of several MRNA too. These resulls allow us to use this mRNAs to construct the
cONA sustractive libraries. From the AALA library we can to solate 17 clones
that they may be assaciated with a biological function related ta virulance of E.
histalytica. From the BALA library we can to isolate 9 clones that encoding
gpecific recombinant antigens. This study allow us to suggest that this parasite
coukd be respansible for an asymptomatic and invasive infeclion. Antigens
isalated fram both cultures may help to impreve diagnosis of asymptomatic and

symptomatic invasive amebiasis.
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Resumen

Isaias Balderas Renterin Fecha de Graduacion: Septiembre dal 2000

Universided Autdnoma de Nuevo Ledn Facultad de Clencias Biologicss

Titulo del Estudio AISLAWMIENTO DE RNA MENSAUFROS QUE CODIFICAN
ANTIGENOS RECCMBINANTES DESPLEGADOS DIFERENCIALMENTE EN
ESTADOS VIRULENTO Y NO VIRULENTO POR Entamoeba histolytica.

Nimarc de paginas: 108 Candidate para el grado de Doctorado en

Ciencias con especialldad en Biotecnodogia

Propésito y Metoda del Estudio: Se ha sugerido que £. firstofyica posee una
enome variabiidad en su expresién genética al someter los cultivos amibianos
tlonales a diversas condicionas medioambientales estrechamente relacionadas
con @ virulencia de las amibas, Esta propuesta ha hacha resumgir 8l concepto
de un estado wvirulento y un estado no virulento en una sola especie, sin
descartar el cancepto oficiaimante aceptada de la exizsiencia de dos espedies.
Lo antenor plantea la necesidad, reconocida oficeimenta por la OMS de
"desamcllar urgentamane nuevos métodos capaces de distinguir entre
amibiasis virulenta y no virulenta, asi coma amibiasis debidas a £. hislolytica o
E. aispar tan sensibles y especificos y a la vez fan sencillos y econdomicos que
permitan ser aplicadng tanta en estudios da Jeterminacién de las tasas de
parasiiosis reales debudas a E. fustolyiica ylo E. dispar asl como a estudios de
diagnéstico en campo coma trabajo de rutina. Esto ha abierto |a pasibilidad y la
necesidad Implicita de ientificar y producir nuevos antigenos recombinanies
especificos de £ hisialytica en estado virulenle y no virulenie que sean capaces
de superar a lus ya existenles @n Cuanto a senrsibilidad, especificidad, ¥y numerg,
por la gran vanabilidad antigénica que presenian ks protoroarios y que de
hechn exhibe £ lisiolytica. Nosotros nos propusimos aislar fales antigenos
recompinantes y para ello. fue necesaric kenlificar y eslablecer primeraments
la variabilidad genética y fenolipica de £. histofytica al ser expuesta a distintas
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condiciones medicambientales relacionados con su vinulencia como serla el
culivg axénico in vilro por larges periodos de tiempo o la induccion de cuhivos
al inoculardos en higado de hamster para la producscitn expenmental de
absceso. Nuestros cbjetives fueron establecer la vanabilidad de £. histofytica, y
posienonments disefiar una gstrateqla que a partir de Ioa mMRNA expresados
diferencialmente, noe pemmitiera awlar los que comesponden a antigenos
aspecificos del estado vinuleno y na virulento de la especie. Se utilizd la cepa
HM1-IMSS de Entammoeba hisiolylica la cual fue cultivada axénicamerte en
medio TYI-513. La misma cepa fue inducida mediante |a inoculacién en higado
de hamster para la produccion de abscesc experimemal. Una vez extraldo el
material genético de sendos cultivos, se determind la identidard de |a especie
madiante PCR ¢on cligonucledtidos especificoé para confimmar que
efectivaments en 1odos loz cultives tuvimos solamente E. #stolvtica sin
contaminacion con E. dispear. Enseguida se extrajo el RNA de sendos cultives y
se realizé RT-PCR con hexameros al azar para obiener el cDNA. La variabilidad
fenatiplca fue evaluada por la vinilencia del cultivo i vitm y el cultivo inducido
midiendao los parametros de ertrofagocitosis, citotoxicidad sobie celulas MDCK
y actividad hemolitica. E| despliegue dferencial de mRNA fue obsarvado
utilizando las técnicas de DNA polimérfico amplificade al azar (RAPD) y la
lécnica de “Diferential display” que 8% una paderosa hemramienia que sirve para
aislar genes gue san dferencialmente expresados en dos diferentes estadas de
la célula, en respuesta a un tratamiento o combinacion de iratamientos.
Finaimente, la seleccidtn de mensajeros especificcs se realizd medianta la
constniccion de bibliotecas sustractivas tamizadas con sueros de pacientes en
estado asintomatice y con asbcesa hepaticn amibiane.

Constribuciones y Conclusiones: Con &l presents {rabajo establecimos a
nivel fenatipico, genético y franscrpcional la varabilidad de Entsmoeba
hisfofytica en presencia de faciores medicambientales distintos relacionados a
la virnencia del parasito. Observamos una marcada varnabiidad fenctipica en
cuantn a eritrofagocitosis con un 97% de ingeatidn de eritrocitos para al cultiva

XX



vinlenta (CV) y un 43% para el cultivo no virulante (CNV). La actividad
hemclitica fue de 70.30 para CV mientras que CNV presentd 29.50 unidades
hemuoliticas/10° trofozoitos/B0 min. En cuanto a la cilatoxicidad, CV presentd un
80% de células destruidas y CNV sdlo el 45%. Los experimentos de la
variabilidad genética mostraron o siguienta: La técnica de RAPD nos pemitid
observar una diferente inlensidad y nimero de bandas obtendas al correr una
electraforesis en gel de Ios productos obtenidos del RAPD. La técrhica de
“Diferential display” mosird iambién y finaimente confimd la existencia de un
desgliegue diferencial de MRNA en sendos cultivos, Deé acuerdo a nuestros
resultadas pedemoa concluir que: Enfamoaba histolytica presenta un aumenta
en la expresian fenatipica de su viulencia al inducir los cultivos clonales
medianta inoculacidn expenmental en higado de Hamsters lo cual se obsarvd al
incrementarse kA tasa de eriirofagocitosiz, la actividad hemolltica y la
chaoloxicidad sobre cullives de monocapas de células MOCK. Esle parasito
también muestra gran cantidad de polimorfismos eh su genoma al nducir &|
estade virulentn y expresa potenciadamente algunnsg transcrtos en sy aatado
virulendo, en cemparacién con su eslade no virulendo, Disefiamos una estrategia
de seleccidn de mRNA expresados diferencialmente en estados virulenio y no
virulento par £. histofytica, a partir de la cual, se construyd una biblicteca
sustractiva de cultivos virulentos de E. histolytica tamizada con sueros de
pacientes con abscesc hepético amibiano, logrando aislar 17 clones aque
codifican artigenos especificos. Y a partir de una biblioteca suslractiva de
cuttivos no virulentos de £ histalyixa lamizada con susros de pacientas con
amiblasis asintomatica, aislamos 9 clonas que codifican antigenos especifices.

XX



CAPITULO |

1.1 INTRODUCCIGN

1.1.1 LA AMIBIASIS

Entemoeba histohtica es e agente causal de @  amibiasis,
WHOMPAHOMUNESCO, 18067} la cual =a caracteriza por la destrucclén de tefide
en las zonas invadidas por las amibas (Walsh JA., 1988). Las formas clinicas de
mayor incidencia son el abscasc hepatico amibiano y |la disenteria amibiana
{Joyce MP., 1988). Los amebomas tienen importancia médica diagnastica
porque pueden ser confundidos con procesas neaplasicos (Yiolsas 7D, et al.
1873). Actunimenie se considera que en el mundo existen 500 millones de
persanas infectadas por E. histolytica (Sepliveda B, 1982), que por causa de
esta enfermedad mueren mas de 50,000 personas al afe (Godbold GD., 1988),

¥ que sclo una de cada 10 rmuesiran sinlomas de la enfermedad (Walsh JA.,
1988).

1.12 EL PARASITO Entamoeba histolytica

Entamosba histolytica podria considerarse coma un eucaricleé amuet/pico
primitive cuya morfologia celular 5e caracteriza por B ausencin de mitocondrias,
perpxisomas, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico, ciloesqueletn organizado

(Miller M., 1988) y la presencia de numerosas vacuglas y vesiculas (Saavedra-

Lira E. ef al, 1998).



Bioquimicamente, posean un metabolismo en el cual s& encuentran ausantes
los cltocromas, el ciclo de acidos fricarboxilicas, 13 via de las pentesas foafate,
la via biosint#ica de glutatién, y la presencia de actinas y ubiquitinas attamenie
divergentes (Merens E.. 1993). Posea ademdas enzimas digestivas unidas a
membrana y una bombs de protones vacuolar muy caracteristica en membrana
plasmatica (Montalvo FE. et al, 1871).

A nivel cgomosomico, no ha sikdo posible idenificar la Hipica sstructura
nucleasamal sucarictica, aunque se han identificadao la mayoria de los ganes de
histonasg (Bhattacharya A. el al, 2000). Se han realzada determinacionea de
DNA taotal que indican que cada trofozoito contiens entre 0.4-1.5 pg (Tomes-
Guemrero H., 1981) Se ha ohservadn también que el genoma de £. hisfolytica
tiene un bajo nivel de G+C {22.4%) (Byers TJ., 1686), y un tamafo de alrededor
de 4 x 107 pares de bases con apioximadamente 38400 genes
trangcripcionalments activos (Carrero JC ., ot al. 1896), Lo cual s 8 veces
mayer que el numero de genes activos en Drosophila melanogaster. La mayoria
de los ggnes amibianos son fuertemente empaquetados, carecen de intrones, v
tienen reqiones 5° y 3' no traducidas muy cantas {(Sengal D., et al. 1994).

A la fecha, sigus siendo importanie la identificaciébn y estudio de moléculas
involucradas en las rutas bioquimicas, mecanismos de transduccion de sefiales
y funciones organelares a fin de poder mejorar las aportaciones actuales en

cuanto a diagnobslico, terapia, profilaxis y esiudio de la patogenicidad del
parasito.



1.2 ANTECEDENTES

1.2.1 Entamoeba histolytica Y Entamoeba dispar.

La existencia do £. disper, una especie no patogena, fue propuesta por primera
vez por Brumpt an 192§ (Petithory JC. et al, 1954). No obstante, durants 5
décadas. diche concepto permaneci® ignorado por la mayoria de los
investigadores. Fue alrededor de 1970, cuando |las evidencias de |la presenda
de E. drspar empazaron a resurgr y acumularse, suginendo que Brumpt estaba
en lo corecto.

E. histolylica y E. dispar son especies de protozcarios genéticamente distimtas
pem cercanamante relacionadas. Amhag aon morfoldglcamente indistinquibles,
colanizan gl intestinoe humano, pera sola E. histoltica es capaz de Inwadir
tejidos y causar enfermedad (Tannich E., 1998).

E. histolylica y €. dispar poseen patrones enzimalicos caracleristicos que
originaimente permitieron identiflicarlas y agruparlas en zimodemos patégenos y
no paidgencs (Sargeaunt P., 1968). También poseen proteinas de superficie y
estructura del material genético que son caracteristicos de cada especis
(Pethilory JC ., 1994).

Acerca de las implicaclanes diagnésalicas de [a aceptacion ofleial por [a OMS de
dos especies (WHOPAHGMUNESCD, 1997), es conocido que las especies
menconadas pioducen reacciones sercldgicas cruzadas con las tecnicas
clasicas de laboralono, y un imporante problema en cuanlo a la evidencia o

ausencia de sintomatologia de kb enfermedad, para definir el parasito infectants,



o cual se explica hay en dla, parcialmente, can la presencia de ambsas
eapecies.

El impactoc de la presencia de E. dispar en el poeible desamolle de una vacuna
ha desembocado en |la identficackin de una numerosa cantidad de antigenos
superficiales de trofozoitos que puderan represantar imponantas componentes
de la imMeraccion hospedero-parasito, pero que no obstante tales artigenas

superficiales, eslan presentes en ambas especies.

1.2.2 PATOGENIC|DAD DE E£. histoiytica.

Arctualmente, pemmanece como controversla a nivel mundia, si tambien la
infeccién por amibas en estado de partador Bs producida por E. histolvtica de
manera que el pialozoario sea capaz de presentar estos dos fenclipos
diferenciales comp especie y en donde en lodo caso, se trataria de amibiasis
virulenta y avirulenta.

La vanabilidad genética a través de diferentes clonhas de la misma especie y
cepa de £ histoltics, |a produczion experimental de clonas hibridaa laa cuales
pueden diferir de su cepa patema y la posibilidad de invasividad de £ dispar,
son algunos de las fendmenos que pudieran indicar que la nikima palabra sobre
la presencla y diferenciacién de das especies no ha =ido dicha (Mehlotra RK.,
1998).

Los factores que promueven la invasion mas que la inffeccidin comensal no s0n
tedavia entendidos. Las Umeas derivadas de un aislado unico de £, fistolytica

exhiben diferentes niveles de virulencia {Ankn S, et al. 1888).



Por oiro lado, se ha comprobado que E. histolytica posee anorme vanabidad
en la sxpreaidn genética bajo distintas condiciones y la preaencia de tal
desplieque es obsarvable en el laboratorio a través de polimorflemos gendticos
y parametros fenolipicos de cullivos clonales (De Menezes FL. et al, 1997).
Obros expermentos han permitido cbservar directamente la produccion de RNA
mensajeros diferenciales al someter ks cuftivos amibianos & diversas
condiciones medipambientales estrechamente relacionadas con la virulencia de
las amibas, tales como el efecto del colagenao tipo | y calcio como inductares de
secrecidOn de granulos electrodensos asociadns a patogenicidad (Salazar I. et
al, 1887). Eslos hallazgos hacen resurgr e concepte de un estada virulento y
un estade mo viudenlo en una sola especie, sin descarar e conceplo
oficiaimente aceptado de la exislencia 2 dos espacies (WHOPAHOMAUNESCO,
1997).

Las difsrencias en la virulencia son efectuadas prncipalments por expresitn
afterada de lvs genes de £ hisfolytica. Hay muy poco conacimiento acerca de
la mgulacion ¥ ¢l control de |a expresion de gemss en este patégeno. Por lo
tanto, el esiudia de la regulacién transcrnpcional de los genes de E. tuslofyfica

es imponante para sl entendimiento del fenatipo virulento.

Lo antenormente expuesto plantea la necesidad, reconocida oficialmente por la
OMS, da "desamollar urgentemente nuevos métodos capaces de distinguir entre
amibiasis virulenta y no virulenta, asi como amibiasis debidas a E. histolytice o
E. dispar tan sensibles y eapecificos y a la vez tan sencillcs y econdmicos que

permitan ser aplicados tante en estudios de determinacién de las tasaz de



parasitosis reales debidas a £. hislolytica yjo E£. dispsr asi como a estudias
de dmgnéstico en campo como trabaje de nuting” (WHOPAHOMUINESCO,
1987).

Estos avances pemitran ademas un entendimienic mas profundo de Ia
patogenicidad del parasito y la futura posibilidad 0@ encontrar una molécula
factible para &l desarrollo de una vacuna o alternativa ierapéutica conira Ia

amibiasis mas afectiva y menos agresiva para el humano.

1.23 CITOTOXICIDAD DE E. histofytica

A nivel celular y molecular, la palogenia de la amibiasis s un mecanismo
multfactorial, an e cual s& encueniran involucrados procesos como la
quimiotaxis, la adhesién a c&ldas blanto, citdlisis por comacto, fagocitosis y
degradacion intracelular (Balderas RI., 1997).

Se han descrito algunas moléculas involucradas en tales procesos, de tal forma
que se sabe que mulaciones en |a lectina supericial que se une a galactosa
afectan la adhesién y la citblisis mientras que las mulacianes en meromicsing
afectan las funciocnes del citoesqueleto, y por ande, la fagectosis (Abd-Alla MD.
et al, 1893). Se han defallado también otros factores involucrades en la citdlisis
como las fosfclipasas A, el peptido foormador de poros y las cistein proteasas
(Balderas Rl., 1997, Gilchrist CA. et al, 1998).

Eslas atimas, las cistein proteasas, son codificados por al menes 7 genes
varios de los cuales se encueniran solko en £. hisolyfica y estan ausentes en £

dispar (Gilchrist CA. et al, 1899).



1.3 AVANCES EN EL DESARROLLO DE PRUEBAS DIAGNOSTICAS PARA
AMIBIASIS POR E. histolytica

Varias asociaciones intemacionales respaldadas por la OMS, han recomendado
raciantamente el desamallo de nuavos métodos, usando tacnologias apropiadas
para paises en vias de desanollo para el dlagndstica especifico de la infeccibn
por E. histolytica (WHO/PAHO/UNESCO, 1897).

4.3.1 Diagnostico de amibiasie por Enfamoeda histolytica

Para liegar a un diagndstico de amibiasis, es importante reunir datos sobre bs
aignos y sintomaa, (a identificacion de lesiones caracterislicas, 1as magenes
diagndsticas y el andlisis de laboratorio (Sepllveda B. et al, 1680). Sin
embargp, las tres primeras fases pueden ser fiecuentemente confundidas caon
olras enfenmedades, como cancer hepalico o inlestinal segun sea el 1ipo de
lesién. Esto remarca la importancia de ideniificar al parasitc mediante métodos

especificos (Said-Femandez S. et al, 1882).

1.).2 Métmdos de laboratorio para #l diagnéstico clinico de amibinsis
Dentro de las fécnicas comunmenta utllizadas en el diagndstico da esta
enfermedad podemos citar [as siguientes:

A) La cbservacion directa por microscopia, de los quisies o trofozoilos en heces
a de estos ulimos en |os tejidos invadidos

B} Mélodos de inmunoprecipitacion que permitan detectar ya sea arnticuerpos

anti-E. fustofyfica o antlgenas de estos parasios, sobre todo en heces.



La identificacién y diferenciacin de £. fusfolylica y E. dispar en heces por
microscopla es imprecisa, pues ambos organismos son idénlicos en apariencia
al microscopio. Este métode tisne Una sensibillidad del 60% y ademas puexie
presentar muchoa falsos postivos debido al error de confundidoa con
macréfagns yio especies no patvgenas de Entamosba. El cuftivo es mas
sansible que la microecopia y el andlisle de leoenzimas provee la diferenclacién
de especies. Sin embarga, se tardan una semana y an muchas muestras
pusitivas por microscopia dan negativas por cullive y analisis de isoenzimas.

Dentro de los meétodos de inmunopreciplacion podemos englobar la
hemaglutinacion indirecta, la inmunofluoiescencia directa e indirecta, el ELISA,
y el radioinmunoensaye {Said-Femandaz S. et al, 1992). Todoa ellos ofrecen
una buena wilkled cuando se utilizan antigenos puros aislados diractaments de
las amibas (Merina EW. et al, 1990). anticuerpos monoclonakes (Sad-

Femandez 5. et al, 1982) g proteinas recombinantes.

1.3.3 Diagnastico Molecular

Las heramientas de la biologia molecular han servido también de apaoyo an el
diagnéstico diferencial de la amibiasis patdgena, y dentro de ellag, 88 ha
socorrido al uso de [a reaceidn an cadena de [a palimarasa (PGR), (Acufia-Soto
R. et al, 1883; Garfnkel LI. et al, 1989, Tachibana H et al, 1891) |a
alectroinmunolransferencia. (Ruiz-Palacies GM. et al, 1892) y el serodiagnostico
con anligenos recombinantes {Ag-Rec) (Ruiz-Palacios GM. et al, 1682; Edman
V. et al, 1880; Lotier H. el al, 1992; Myung K. et al, 1992 & Stanley SL. et al,

1991).



La PCR ha sido utilizada con éxito a nivel de campo en la diferenciacion entre
especies patégena y no patégena, y se han desarrollado varios juegos de
oligonucledtidos por varios grupos de trabajo (Aguirre A. et al, 1995; Clark CG.
et al, 1992; Romero JL. et al, 1992), sin embargo se requiere de un equipo que
no se encuentra disponible en la mayoria de los laboratorios de los paises en
vias de desarrollo que se dedican a ofrecer este servicio. Ademas, los insumos
utilizados para realizar PCR con fines diagnésticos tienen un precio demasiado
elevado para la capacidad econémica de estos paises, los cuales,
paraddjicamente son los de mayor prevalencia de amibiasis (Walsh JA., 1988).
Por ello, la OMS recomienda que los métodos que se desarrollen para el
diagnéstico diferencial sean econdmicos, sencillos y faciles de realizar por
profesionales de la salud de nivel académico promedio, en los paises en
desarrollo (WHO/PAHO/UNESCO, 1997).

Por otro lado, la electroinmunotransferencia demanda el manejo de elementos
de naturaleza protéica que comparados con los acidos nucléicos son mucho
mas labiles y dificiles de manipular al momento de la determinacién de su
estructura primaria asi como de su produccién y manejo.

Alternativamente, la identificacion de proteinas antigénicas especificas que
puedan producirse a gran escala podrian usarse para implementar todos los
métodos clasicos de diagnédstico, pero ahora con la ventaja agregada de la
capacidad para distinguir entre amibiasis virulenta o no virulenta producida por
E. histolytica. Existen antecedentes importantes sobre el desarrollo de proteinas
recombinantes o anticuerpos monoclonales para la identificacion de E.

histolytica, por ejemplo, se han desarrollado anticuerpos monoclonales contra



10

epitopes aspecificos de la leclina de 170 kDa que &2 une a galactosa (Petri Jr.
at al, 1985; Petri WA. et al, 1990). De esta proteina también se ha patentado un
métade para mmunoensayo (Petri, Jr. et al, 1995). Por otra lada, también se
patenté un método que pemmite identificar mediante *inmunoblol™ una sere de
antigencs que sdlo son reconocidos por susros de pacionies con amibiasis
hepatica o disenterla amibiana (Flores-Castafeda MS., 1995). Recientemente
aparecié en al méreada yn producta para identificar, eon alla espedificidad, £.
histolytica en heces, ulilizando un anicuerpe manodanal contra  epitopes

agpecificos de |a keclina de 170 kDa (Peiri Jr. et al, 1985).

1.3.4 Serodiagnéstico con Antigenos Racombinantes

Eamd ben documentada la utilidad de 102 métados de ingeneria genética para
identificar, caracterdzar y produclr Ag-Ree,

Las proteinas recombinamtes utilizadas ocoma  inmunomeactivos  ofrecen
resultados mas confiables que log obtendos con log extractos crudos de
trofozoitos de E. hisioltica. Por ofra lado, los Ag-Rec pueden producirse en
grandes cantidades sin necesidad de cultivar a los parasitos, que generaimente
producen in vilro menos biomasa y requieren mas tiempo para crecer que las
bactanas © las levaduras utiizados como sus vehiculos de expresion {Said-
Ferndndez S. et al, 1992).

Akunos Ag-Rec para diferenciar entre amibas patogenas y no patégenas son
log siguientes: la recM 17 (Ruiz-Palacios GM. et al, 1992; Edman V. et al, 1990)
de 125 kDa y gue presenta un 12% de divergennas enlre amodemos

patogenos y no patégenos, l1a recSREHP (Myung K. et al, 1852 & Stanley SL. et



al, 1891) que exhiba un 79% de sensibilidad y un 87% de especificidad y la
recEHP1 (Lotter H. et al, 1992) de 125 kDa. De dichas protelnas, sl comin
denominador inconveniente enconirado es la propiedad de una sensibilidad y
especificidad mguleres, ademas de que disfinguen amibiasis patogénica ¥y no
pategénica tratdndolas como dos especies dislintas (€. hisiolylica y E. dispar) y
sin manejar el concepto de grade de virulencia, kb cual las wuelve

promisoriamente susceptibles a sér mejoradas por otras proteinas.

1.4 TRATAMIENTC Y PROFILAXIS CONTRA LA AMIBIASIS

La eleccion de una droga para el tratamiento de amibiasis depende de la
localizacion de la infeccidn, de tal forrna que las drogas usadas san divididas en
las de accidn luminal, sistémica y acadn mezclada. En cuanto a las de accién
lJuminal, su principal propiedad es la baja absorcion intestinal. Incluyen el
Furoato de Dioxanida (Furamida), hidroxiquinolonas, lodoguinol, y Clioquinol.
Las sistémicas actuan bloqueando la simesis de proteinas en los trofozoitns
inhibiendo |a lranskocacion de la pepilidil IRNA transferasa en el ribasoma desde
el sitic amingacil al peplidil. Un gjemplo es la Dehidroemetina (Narrns SM. et al,
1888}, aungue los de primera eleccidn son el metronidazol y sus derivados.
Ambos tipos de diogas son eficiantes en el lralamiento opertuno de la amibiasis
ntestinal 0 invasiva, ne obstante, presentan serios efeciocs indeseables.

Esto plantea la necasidad de disefiar racionalmenie nuevos tratamientos, lo
cual puede $&r posible, gracias al reciente Inclemento &n & conocimiento da la

hioquimica del parasito vy de las interacciones entre el parasito y la calula
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hospedera. Aunado a ello, al desamollo de tecnologiaa biocquimicas para |a
purificacidn de proteinas, ensayos enzimaticos, conccimiento de las funcicnes
enzimaticas y 'a determinacién de estructras tridimensionales de prateinas ha
permilide & entendimiento de s detalles de las mol2culas blanco y sus
probables igandos. En suma, la tacnologia de DNA recombinants ha favoregido
la delerminacidn de secuencias primarias de protelnas, su expresion vy
mutagénesis, lo cual en algunce casos ha conirbuido a la caracterizacion
funcional de enzimas. Todos estos avances acsleraran el desariclio de nuevas

pstrategias terapéuticas contra la amibiasis.

1.4.1 Yacuna contra la Amibiasia por £. histolytica

Dabikio a que la amibiasis solo sfacta A s humanos y algunos primates
superiares No humanos, una vacuna anliamibiana podrla teéricamente ermadicar
al arganismo. Estudios epidemiclégicos indican que la inmunidad adquinda a la
Infeccion amibiana probablements ocurre ¥ que tal vacuna puede ser faclible.
Aunque la inmunidad celular y humoral sistémica y de mucosas parecen jugar
un rol mporiante en 1a proteccion contra £, Mstolytice, la importancla relativa de
cada uno en la respuesia inmune humana rno ha skdo aclarada aun. No existen
actuaimente modelos animales de amibiasis intestinal, ademas, ha sido
imposible evaluar Ja pmieccitn contra colonizacidn y  colitis.  Futuras
invesligaciones de los mecanismos fundamentales par los cuales E. fislolydioa
causa enfermedad y de la respuesta inmune humana a infecciones amibianas

podrian asegurar la verdadera factibilidad de una vacuna anti-amibiana

(Hunston CD. at al, 1998),
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1.5 APLICACIONES DE LA BIOTECNOLOGIA EN LA INVESTIGACION
SOBRE AMIBIASIS Y E. hisfolytica

Podriamos dsfinir a k& nueva Biotecnologia ¢ome la cencia que emplea
MICrorganiamos reprogramados por ingenieria genética para producir
proleinas recombinantes, de impartancia biomadica, industrial, pecuara y
agricola. Hoy en dia se ofracen an el mercado Internacional y en el dmbito
cientihco toda una vanedad de proteinas de origen recombinante, desde
factores de ciecimienio hasta anticoagulanies (Escamilla-Trevifio L, 1988). La
lista de estos productns Grece dia a dia, kb que ha llegado a constituir toda una
ravalucidon en el mercads bio-industrial y a |a vez ha impuisadn la invastigacion
an este campo. En esta revoludbn cientifica, el campo de invastigackdn sobre la
amihiasis y £ Mmslojylica no queda excenio. Esfas nuevas herramientas nos han
pemididoc conccer mas a fohdo, como se ha descrnto antenormente, las
estruciuras y mecanismos moleculares responsables de procesos como la
divisian y el crecimiento celular, el metabolismo, la diferenciacion y el desarrollo
de este parasito. Canccimiento que ha sido ampliamente aprovechado para e
desamcllo o implementacién de nueva metodologia diagnosiica, posibles
candidatos terapéuticas y profilacticos y un mejor entendimianta de ka biclogia

eelular y patogénesis de £, hisfolytice (Balderas RI., 1997).

1.8 IDENTIFICACION DE GENES

La clanacidn molecular se consklera una rama muy importante de la tecnologia

del DNA recombinante y consigte en la introduccién de un fragmenio de DNA
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especifico dentra de un vector, ® cual e3 introducido 8n un organismo
hospedero para obtener poblaciones en masa de una sola secuencia de imerés
con e objeto de manipularia y realizar eatudios especificos direclaments
relacionados a dicha mokecula. De esta forma es posible dentificar cada uno de

los penes responsables del funciohamiento de un organisme vive (Baldaras RI.,

1997).

1.8.1 Bibliotecas de DNA complementario (CDNA)

La construccion de bibliotecas de cDNA es uno de los procesos por los cuales
pusde llevarse a cabo la clonacidn molecular. Una biblioteca de cDNA, ¢consiate
en una caleccidn de secuencias de cDNA que reprasentan la mayoria de los
RNA mensajeros (MRNA), los cuales 3 sU vez, comesponden 3 genas que se
expresan an el tpo celular del que se extrajeran los mensajeros. Las
secuencias & cDNA se insertan en diversos wehiculos moleculares,
principaimente bactenéfagos (como i), plasmidos. ctsmidos, cromosomas
artificiales de levaduras (YAC), etc.

Las bibliotecas de cDNA se construyen a partir de mRNA total, el cual debe ser
de buena calidad. Este material 32 incuba con una enzima franscripiasa
reversa, que en presencia de los subsiratos adecuados y bajo condiciones
favorables sintebza cDNA de una cadena. La cadena de RNA orignal se
glimina con una enzima ribonucleasa y 1a segunda cadena de cONA seo sinlstiza
usando comQ molde |a pamera cadena. Para su sinlesis son necesarnios

oligonucledtidos (como miciadores) apareades én sitios al azar a la primera
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cadena de DNA. Entances, la DNA polimerasa | de €. coff acta praduciendo la
segunda cadena de cDNA y fMnalmente, se unen intramoleculammente s
fragnentos producidos de la segunda cadena por accidn de una ligasa

{Sambrook J. et al, 1689).

1.6.2 Identificacion ds clonas de cONA

Existen tres métodos principales para ideniificar clones en bibllotecas de cDNA:

1) Hibridacién de acidos nuchkeicos

2) Deteccian inmunplogica de antlgenos especificos

3] Retencidn especifica de mMRNA por hibndacion con plasmidos recombinantes
candidatos e idantificacion del producto sintetizado después de fraducida.

La mayoria de los prayectas de clonacidn han estado enfocadoes al aislamiento
de secuencias de cDNA corregspondientes a mensajeios poco comunes o
8scasos. Para ollo 58 han ylilizado con mayor frecuencia dos tipos de reactivos;
anticuerpos /o sondas moleculares.

Las sondas moleculares son empleadas por (08 invesligadorss debido a que
puedan wusarse bajo condicones de hibridazidn mas o mMencs estrictas
(stringency), que minimizan el riesgo de reacciones cruzadas indeseables y
ademas no dependen de la conaervacldn de la fase de lectura.

La hibridacion de fcidos nudeicos es un método confiable y muy usado para |a
clonacién molecular, usanda bances de datos como fuenie para el disefio de
sondas {Sambrook J. et al, 1989). Sin embargo, este metodo es aplcado
cuandio la prateina a buscar tiene una secuencia genética parcial perfectamente

conacida.
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1.6.3 Clonacién da Genea Expresados Difersncialmente por una misma
Especie

Una modalidad de las bilbiotecas de cDNA scon las bibliolecas sustractivas, tas
cuales soan uliles en la clonacidn de genes expresadoz diferenclalmente poy
especies muy cercanas ¢ una misma espacle anmetlda a3 dos condicionas
distintas tal como seria el caso de un tejido nammal y une cancercsa de la
misima especie. Las céluas eucantdticas expresan mRNA especlficoe en
condiciones mxtemas distintas, de tal forma que los genes asi expresadcs
pudieran estar involucrados en ese proceso de diferenciacion. La tecnologia de
sustraccion es usada para eliminar s2¢uencias Bn comin éntre dos tejdos
cercanamente relacipnados ennqueciéndose con lag’ sacuencias diferenciales.
E! procesc basko ¢onsiste en hibridar las mRNA de uno de los cultives, con los
cDNA del oo, de tal forma que quedasen libres los mMRMNA expresados
diferencialments. Estos Okimos pueden ser separados del reste mediants
procesas cromatograficos por columna de afinidad come la eolumna aligod(T) o
una columna con avidina ¢l es que previamente s8 marcan los MRNA con

hiotina (Balderss |. et al, 2000),

1.6 4 Bibliotecas de cDNA conatruldas en sl vector SurfZAP (Stratagene,
1999)

El vector SurfZap (Figura 1} &8 denvado del vector lambda Zap Il. Exsten
muchas ventajas para usar fagos lambda para construr bibliotecas de
expresién. La alta eficiencia de ligazon y empaquetamiento de lambda se

traduce en la produccidbn de bibliotecas primarias muy grandes Es pasible
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construir bibliotscas de expresidn conteniendo mas de 1 millin de clonas a
parir de 1 ug de brazog de lambda. Oebxio a que el fago lambda crece

[Ricamente, las proteinas expresadas son facilmente detectables con una

variedad de métodns de tamizaja. Finalmente, SufZAP ha sido disefadio para
pemtir la excision in vivo a DNA plasmidico desde e vector fago lambda.

Un fago cooperadar silvesire praporcianado en el esiuche camerdal, expresa
alrededor de 5 copias de la protelna pequefia de envoltura, cplll, la cual juega
un rol Imponante en la mediacidn de la fusibn con el pll F' de £ coX. En el
vector SufZAP (Figura 2) las proteinas expresadas coemo fusion con los
aminodcidos 198406 de cplll, contienan un dominio de anclaje a membrana y
una secuencia espaciadora flexible de 5 aminoacidos (GGGGS) entre los dos
dominios proteicas para minimizar cualquier interaccion. La secuencias
codificantes de |as proteinas de fusitn son transcritas del promoier lacZ dentro
del plasmido escindible componente del vector lambda. E| vector temblen
codifica el eitio de union al ribosoma (RBS) y la secuencia lider pel8 gue dinge
la proteina de fusidén a fraves de la membrana bactenal intema mediante la
poraon cplil con la prateina expresada onenlada en el espacio periplasmico. La
secuencia lider es removida durande esle proceso producierkio un extremo
amina terminal iniciando con el residuo N-lerminal de la proteina expresada.

La figura 2 ilustra & proceso de preparacion de particulas fagemidas. Cuando
laz baclenas £. coff ds la capa SOLR conteniendo la biblicteca fagemida
amplificada son (nfectadas con fago cooperador M13, e genoma fagemida es

replicada corna DNA de cadena sencllla y empaquetado en paniculas M13.
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Compb fage, e3 extruido de las celulas, & prateina de fualdn en la membrana
intema es incorporada a la cape del fago, con alrededor de 3 a 5 copias de la
proteina cplil silvestre. El resultado es una mezcla de fagos cooperadores
silvestres y paticulas fagemidas recombinantes que expresan la protelna de
fusién sobre su superficie y portan el DNA codificante de Jos inserios clonados.
Se estima que aproximadamente 10% de las particulas fagicas portan el
genoma fagemido expresando la proteina de fusidn en su supericie Y I8
mayoria, despliega una copia dnica. Por lo tanto, las particulas fagemidas
recombinantes retlenen la infectividad y se unen predominantemente a ligandas
en una forma monovalente.

Para obtener aftos niveles de la proteinas de fusion cplll puede utilizarse la
induecidn del promotar lacZ con PTG, pero se ha observado que el IPTG aun a
concentraciones regularas resulta toxico para la cepa hospedera. En ausencia
de PTG, Ia exprasion a bajo nivel de la proteina ds fusidn cplll as suficiente

para incarporacién en las particules fagemidas M13.



Brazos de fago SurfZAP

Figura 1. El Vector SurfZAP
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Figura 2. Proceso de Expresion de las Proteinas de Fusion



1.6.8 Dissiio da los Insartoa para & Vector SurfZAP,

El sistema posas |os sitios de restriccidn poco comunes Spe | y Mot | para
clonar en el vecior SurfZAP y conservar la diversidad cuando se preparan
hiblioiecaa de expresidn en la superficia. Para bacer compatiblea Ioa inserios
cen los brazos cortadas del vector, el DNA de doble cadena a clonar debe
contener aitios 5" Aot |l y 3' Spe |

El vector SurfZAP codifica para la porcién N terrmuinal de la secuencia lider PelB,
rio amba del sitia Mof |, Per o tanto el extremo 5' dal inserlo clonado debe
incluir el remanenie de la secuencia de DNA de peIB localizade entre el sitio Not
| y el extremo amno taminal de |a protaina da fusidn. E| axtremo ¥ del inserto
debe ser disefiado para estar en marco con el gen espaciador |1 (glily y debe

incluir el sitio de reshiccion Spe |.



1.7 IMPORTANCIA, JUSTIFICACION Y ORIGINALIDAD:

Actuaimente, las instituciornes de salud pablica Mexicanas o de otros palses nQ
usan rutinarmmente métodos de diagndstico para dferenciar £ histolytica de
E. dispar, o cepas invasivas de comensales. Una de las razones, es por la falta
de pruebas comarciales accesibles a los [aboratorios clinicos en paises como al
nuestro, en vlas de desamrollo. Coma se menciond anteriomente en la seccidn
1.3 4, existen antecedentes importantes que han dado resultados alenladores, e
incluso ya existe un producta comercial para dentificar especificamente £,
histalytica en hecea humanas, Sin embargo, es importante identficar el mayar
numera pasible de antigenos o anticuernpos especificos con fines diagndsticos,
para disponer de suficiente wvarledad para ssleccionar a 108 mejores
inmunoreactivos. El conatante cambio de determinantes antigénicos en la
supericie de los protozoarios (Borst P. et al, 1998), podria afectar la
sansibilidad de los métodos de diagnostice fundamentados en una sola proieina
o epitope de tal especie amibiana, En est@ trabajo nos propusimos identificar
algunos antigenos de £. hisfolyfica que fuesen reconocidos selectivamente por
anticuerpos de pacientes en estado asintomaAtico y antigenos gue fuesen
reconocidos selectivamente por anticuerpos de padentes con absceso hepatico
amibiana. Dishos anligenos pedrian sersir como base para el desamallo de ung
prueba clinica comercial de serodiagnasiica capaz de distinguir E. frsfofylica en
estado virulento de £ hisfolytica en estado no virulento.

For otre lado, una mezda de antigenos recombinantes de £ Mstolyltica en
estado viulenlo y otra de £ histolytice en estado no virulento pemitird

disminuir |a probabilidad de falsos negatives debidos a la variabilidad antigénica
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de las cepas silvestres asi como sjecutar prusbas en suerg, con técnicas tan
gsendllag como la aglutinacién en ldtex, @ tan modemag y sofisticadas como &l
ELISA. No =e requen@an otras muestras de fluidos bioldgicos. coma el estucha
mencionado anles, que asta disefiado para pruebas an heces.

La mezcla de antigenos recombinanies permitiria tambien realizar estudios
epidemiolégicos en forma limpia, ¥ congelar los sueros por bempo indefinido.

a consiante variabilidad de los determinantes antgénicos en la superficie de
las protazoarios (Said-Feméandez S et al, 1995; Borst P. et al, 1998), ha
obstaculizado el desamalla de vacunas contra estos paridsitos; Y el ancontrar
prateinas anligénicas que tuvieran una relacidn directa con la virulencia de las
amibas podria sugenr candidalos idonsos para tal objetivo, pues estarlamos
aislando proteinas esenciales del parasito que al menos en teoria dsberian
mantensrse canstantes en su superficie. Finalmente, una vez secuenciado cada
una de los mRNA correspondlemtes a cada antigeno identicado, pemnitirdn
ahondar un poco mas en €l conocimiento de los mecanismos de virulencia ge E.

hisfolytica.
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1.8 HIPOTESIS:

E. histolytica presenta un despliegue diferencial de RNA mensajercs gue
codifican proteinas ¢on propiedades antigénicas, y cuya exprasion genética
asta regulada por factores extemos relacionados al estado veulento y no

virulento de |a especie.
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1.9 OBJETIVOS

1.9.1 Objetivo General:

Clonar mRNA’a expresados como prateinas recambinantes que codifican
antigenos de E. histolylica especificos del estado virulento y especificos del

estado no virulento.
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1.92 Objetivos Especificos

1.- Cultivo y produccién de biomasa de £ histolytica en medio TYI-833 en
condiciones narmales y después de producir absceao hepatico exparimental en
hamsters.

2- Analisis de parameiros fenotipicos y polimorfismo genético en ambas
poblacionea cionales, asi como PCR para descartar contaminacién con £
dispar.

3.- Extraccion de RNA mensajeros de ambos cullives.

4.- Ejecucion de la técnica "Differential Display" para confirmar |a produccion de

RNA mensajerce especificos en las amibas culivadas en condicionss normales

y obtenidas de absceso.

5.- Construccién de bibliotecas por sustraccidn dé ambas cullivas con cbjeto de
obtener $alo los RNA mansajeros diferenciales

8.- Tamizaje de cada biblioteca de cDNA, usando sueros de pacientes con
dagnislico de amibiasis asintomalica para |a biblicteca de E. histolylica en
cultiva normal y ¢on sueres de pacientes con absosso hepalico amibiano para
la bibhoteca de E. histolyiica obtenidas de absceso.

7.- Pruebas de reactividad con suercs de paceentss y descartar ks posibles

antigenos de ambas bibliotecas que presenten reaccién cruzada.



CAPITULO I

MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIAL BIOLAGICO
211 Amibaa
Se utilizaron amibas de la especie Entamoceba histoltica cepa HM1:IMSS

cullivada en medio TYI1-S33 en condiciones nommales, asi como cobtenidas de

abscesc hapatico experimental en hamstars,

2.1.2 Suarp de pacientaa con amibiasls Invasorn

Se utilizaron 15 musstras de sugro de pacientes que tuvisron absceso hepatico
amibiano, comprotrada por analisis clinico, imagen diagndstica yfo titulos anti-E.
histolyfica mayores a 1:1024, con aislamiente de E. hisfolytice (Medina de la
Garza CE. et al, 1897).

2.1.3 Suero de paclentes asintomaticoe
Se emplearon 20 sueras de pacientes asintomaticas porladores de quistes de

£. histofytica en las heces. con titulos antE. Wisfolyfica de 1:512 0 mayorss

(Sanchez-Guillen MC. et al, 1887).

2.1.4 Suero de sujetos sanos
Se utilzaron 10 sueros de sujetos 3an0s, personas asintornaticas sin gquistes en

heces, con titulas anti-E. hisfolytica quales o menores a 1:912.
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2.1.6 Animales para reactivar la virulencia de las amibas

Se usaron 3 hamsterg dorados (Mesoricelus aurafus) adultos machos de 2

meses con un peso aproximado de 100 Q.

2.2. CRITERIOS DE (NCLUSION Y EXCLUSION

2.2.1 Criterios de Incluekén

« Pacientes con amibiasis invasora: Que tengan absceso hepatico amibiano,
comprobado por andlizsizs clinico, imagen diagnistica y/o tiulgg anti-£.
histolytice mayares 8 1:1024. con aislamienioe de £, tystolytica.

a  Pagentes asimtomaticos portadores de quistes: Pacentes con quistes de F.
histolyfica en las heces, sin sintormas, con titulos anfi-E. hislolytice de 1;512
0 mayores por hemaglutinacién indirecta.

= Sujetos sanos: Personas asintomaticas sin quistes en heoes, con titulos ant-

E. histolytica iguales o menores a 1:512.

2.2.2 Criterios de Exclusién
s Auzencia de alguno de los criterios de inclusidn

« Presencia de cualquier otra patclogia



2.3 ESTRATEGIA GENERAL

El disefic de la estrategia peneral a seguir comenzd con la produccion de
biomasa a partr de ambos cultives amibiancs, los que se cultvaron en
condiciones normales, a los que s& denomind cepa no virdlenta (CNV) y los que
fueron inoculados en higado de hamster para producir ahaceso experimental y
de esta forma reactivar 38 virulencia; Los cuales fueron denominados como
capa virulenta (CV). Can el cbjeto de comoborar 1a variabhidad intraespecie, se
procedid a medir el polimorfismo genético por amplficacion al azar (RAPD-
PCR), la variabihdad fenotipica con pardmetros establecidos y el despkegue
difarenclal de mRNA en sendod cultivos. Enseguida se realizd la construction
de |ea bibliotecas suatractivas de ambasa poblaclanesg clonalas producienda
cONA sgalamente de los mensajeros aspecificos de cada estado diferencial.
Posterionments se hizo el lamizaje inmunolégico de la biblioleca de cada
pobRcion retando las proteinas expresadas contra una mezcla de sueros de
pacientes ¢on diagndstken de abscesn hapético amibiano, para la biblioteca de
CV, y poder aislar las donas portadoras de ¢DNA's que cadificaran para
antigenos que fuesen reconocidos por paciertes con amibiasis invasora, y de
portadores asintomaticos para la biblioteca de CNV, y aislar de esta forma los
cDNA que codificaran para antigenos recenocidos por pacientes con amibiasis
no invasiva. A continuackm, ks grupos de clonas provenwentes de ambas
biblictecas fueron tamizadas por segqunda acasKn, ésta vez con la mezcla de
suergs conltraria, €s decir se realizé un tamizye en forma cnuzada. Con este

procedimiento aislamos s0lo aquellos Antigenos Recombinames (Ag-Rec) que

no présentaron reaccion cruzada (Figura 3).
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Figura 3. Estrategia General

2.4 OBTENCION DE CULTIVOS VIRULENTO Y NO VIRULENTO

2.4.1 Cultivo axénico de E. histolytica

Trofozoitos de la cepa HM1-IMSS de E.  histolytica fueron cutlivados
axénicamente en medio TYI-S33 en la fase logaritlmica, cada 72 h, y
cosechados después de enfriados en hielo por 10 min, sedimentados 2 430 x g

por 3 min a 4°C, y lavados por 3 veces en amortiguador PBS-A enfriado en
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hielo. A egte cultivo se le denomind cepa no virulenia (CNV) (Damond LS. et al,

19¢B).

2.4.2 Inducclén del abasceso hapitico amibiano en hamster

Se utilizaron frofozoitos de £. hisfoyiica cepa HM1MSS mantenidos
axénicamenie en medio TYI-S33. El inéeulo fue preparado a partir de cultivos
amibianos de 72 h an fase logaritmica de crecimienio. Se usaron 3 hamsters
dorados (Mesoncetus aurstius) adultos maches de 2 meses CON UD peso
aproximado de 100 g. El abdomen de los animales anestesiados fue abierto por
incigidn longitudinal y se inyectd un indeulns de 1 mi de media eontenlendo 2 X
10° trofozoltos directamente en el lbulo medio del higado. El proceso de
inoculacion consistid de upa Gnica penetracibn directa de la pared abdominal de
la regidn infenor derecha usanda una jeringa de tuberculina comteniendo el
indaulo, Los animales fueron sacrificados 7 dias después de la inoculacién

intrahepatica (Tsutsumi V. et al. 1884).

2.4.3 Cosecha de amibas a partir del abscaso hepatico de hamstar

Una vez sacrificados loa animales se reabrid au ahdomen psra cogechar las
amibas por succién con pipeta pasteur e Inoculados en tubo con medic TYI-S33
centeniende 0.02% de eslreplomicima y ampiciina respectivamente. Se
continud e cultivo @n un par de resiembras hasta confirmar [a ausencia de olros
microorganismes y la obtencion de un cullive axénico. Este cultivo fue

denominada como cepa virulenta (CV). Posteromente se procedic a realizar la

extraccidn de écidosa nucleicos de CNV y CV.
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2.5 EXTRACCION DE DNA AMIBIANO

Amlbas obtenidas de cultivo axénico nomal (CNV) aal como aquelas obtenidas
de| higado de hamster con absceso (GV), fueron cosechadas dejandolas enfriar
5 min en hielo y por cendrifugacion; Enseguida se mansfiré sl sedimento en un
tubo de polipropilena da 1.5 ml y 5@ mazeld can 250 pl de amortiguador de Ksis
(0.25% SDS en 0.1M EDTA pH 8.0). Se afadlé Protelnasa K a una
cancentracion de 100 pg/ml y se incubd a 55°C por 1 b. Posteriormente se
anadieron 75 ul de NaCl 3.5 M, se mezclé fuertemente y entonces se afiadieron
42 ul de CTAB 10%/NaCl 0.7 M {calentadc a 55°C). se mezclbd e incubd a 85°C
por 20 min. A temperatura ambienta se aiadieron 40 w de cicroforme, se
mezclé perfectamente por inversion y se sedimentd por centrifugacion a alta
velocidad por 10 min. Enseguida se transfirid el sobrenadante a un nueve tubo y
se afiacieron 400 ul de Fenol.cloroformo.akcohol iscamilico (200:192:8), se
mezclé perfectamente por inversién y se sedimenté una vex mas. Sa transfirio
el sobrenadante a un nuevo tubo y se anadieron 2 volumenes d¢ stancl al
100%, za mezcld por inversibn y finalmente se mantuvo a emperatura ambiente
por al menos 5 min para después sedimentar por centrifugacién por 15 min
iqual que en las ocasiones antenoms. Se desechd cudadosamente el
soprenadanta y se lavd el sedimento con 200 pl de etanol al 70%.
sedimentando por 5 min de |2 misma forma gue antss. Se secd el sedimento al
are y se resuspendié en 50 pl de egua ulrapura y estérl (Enlamoeba

hamepaga, 2000).
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2.6 PCR PARA DIFERENCIACION DE ESPECIES

Se proocedié a realizar un par de amplificaciones por PCR; Una que produce un
fragmenta de 145 pares de bases con un par de iniciadores P1 y P2 en cepas
patdégenas, y otra que produca un fragmento de 133 pares de basea con el par
de iniciadores NP1 y NP2 en cepas no patdgenas (Acufa-Soto R. et al, 1993;
Tannich E. et al, 1889). El abjetivo en este casa fue establecer [a presencia de

E. histalyfice unicamente y la ausencia de £ dispar en nuestros cullivos.

2.8.1 Amplificacion

Lu amplificacidn del DNA fue realizada sn un valumen fatal de 50 ul en tubos de
polipropilenc de 0.2 ml. Se prepararon 4 cocteles para amplificacion, 2 con el
par de iniciadores P1 y P2, y 2 mas con el par de jniciadores NP1 y NF2. Las
mezcias de reaccion contenian (concentracidn final}) 70mM Tns pH 8.8, 4 mM
MgClz, 20 mM sulfate de amoni, 1mM ditiotreitol, 0.1% Trtdén X-100, 50 pg de
setalbominag bovina, 300 mM de cada iniciador, 200 mM de cada
degoxinuclkedsido tiifosfato (ANTP), y § U de Ampli Tag DNA polimerasa {Perkin
Elmer Cetus, Norwalk, CT). Ademas se afladieron 100 ng de DNA amibiano CV
a 2 reacciones (Una con los iniciadores P14, P2 y ofra con [os iniciadores NP1 y
NP2), asi como 100 ng d& DNA amibiano CNV a otro par de reacciones iguales
que las de |a cepa anterior. L.as reacciones fueron cubiertas con una gota de
aceite de parafng y ampificadas en un termociclader awtomatizado (M

Research, Cambridge, MA). El programa ecnsistid en un elcle Inicial de 1 min a



34

94°Cseguidopor35ddosdedoanamuliudmnotaougao4°c.ﬂ

alineamientodehiciaduunmﬁzbw1mha$5’¢ylaobngacbnpor2

min a 72°C.

2.6.2 Los iniciadores

Se prepararon los oligonucledtidos seleccionados a partir de secuencias
repetitivas de DNA blanco Unicas de la especie patogénica y no patogénica
previamente descritos. La tabla 1 expone la secuencia de los cuatro iniciadores

utilizados (Garfinkel LI. et al, 1989; Samuelson J. et al, 1989).

Tabla 1. Secuencias de los Oligonucleétidos para PCR diferencial

P1 ! TCA AAA ATG GTC GTC GTC TAG GC 23
P2 | CAGTTAGAAAITATTGTACITIGTA 25
NP1 GGATCC TCC AAAAAATAAAGT TT 23

NP2 | ATGATC CAT AGG TTA TAG CAA GAC A 25

2.6.3 Anilisis electroforético de los productos amplificados

El analisis de los productos de PCR fue realizado usando una electroforesis en

gel de agarosa al 2% en TBE 1X. Se tomaron 10 ul del volimen total de

reaccion y se pasaron a tubos de polipropileno de 1.5 ml, rotulados

apropiadamente. Se afadié 1 pl de jugo azul 10X (azul de bromofenol y

xilencianol) y se mezcld perfectamente. Enseguida se deposité todo el




a3

cantenido de cada und de o3 tubos en los pozos del gel, calocando ademas un
marcador de peso molecular. La electroforesis se cormié a 100V hasta que la
barxa del azul de bromofenol llegd hasta la mikad del gel. Finalmerrte so Lind al
gel con una solucitn de bromuro de etidio de 10 pg/ml durante 10 min, para

posteriarmene abservar los resultades en @l transiluminador de luz ultraviolela.

2.7 DETECCION DE DNA POLIMORFICO AMPLIFICADO AL AZAR

Wilizamos la tecnologia de PCR nuevamente con el miciador OP-2 pama
observar el polimorfisme genético por amplficacion al azar {RAPD-PCR) en
sandos cultivos ¥V, Para el RAPD-PCR se usd ONA templado obtenido de
lisadas de 6X10° trefozaitos/ml de un amortiqguador contenisndo 4.3 mM MgCls,
50 mM KC!, 10mM TrisHCL pH 84, 0.1 mg gelatina, 0.45% NP-40, 0.45%
Tween 20 y 1 mg de Proteinasa K. La reaccion se realizé en un yolumen total
de 30 u conteniendo 3 pl de amortiguador PCR 10X (43 mM MgClz, 500 mM
KCI, 100 mM Tria HCI, pH 8 4 y 1 mg gelatina/ml), 200 pM de cada dNTFP, 5 U
de Taq DNA polimerasa, 50 pM del iniciador OP-2 y 4 pl de lisado de
trofozoitos, todo ello en un par de reacciones; Una con DNA de amibas CV y
olia con DNA de amibas CNV. La amplficacion fue realizada en 45 ciclos can
desnaturalizaclén a 94*C por 1 min, alineamiento a 36°C por 1 min y extenaion
por 2 min a 72°C usando un temociclador automatizado (MJ Research,
Cambridge, MA}. Los producios de PCR fueron analizados por electroforesis en
geles de agarosa al 2% lefidos can bromuro de etidio. Cada PCR fue realizade

al menos por duplicado para comoborar la reproducibiidad de (as bandas
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obtenidas. El polimorfismo de DNA fue identificado cuando una banda estaba
presente en uno de los cultivos pero en el otro no. La tabla 2 expone la
secuencia del iniciador OP-2 utilizado para la amplificacién.

Tabla 2. Secuencia del Iniciador OP-2 para Deteccién de Polimorfismos

OP-2 TGGATTGGTC ’

2.8 DETECCION DE mRNA DESPLEGADOS DIFERENCIALMENTE ™
2.8.1 Extraccion de RNA

El proceso se realizd entre 15-30°C. En un tubo de 1.5 ml se anadieron 750 ul
de reactivo TRIZOL fric a 4°C y 300 ul de suspension de trofozoitos. Se agité
por 5 seg y se incubd la muesira homogeneizada por 5§ min_a 4°C. Se
afiadieron 300 ul de cloroformo. Se taparon los tubos adecuadamente y se
agitaron vigorosamente con la mano por 5 seg para posteriormente incubarios a
4°C por 5 min. Se homogeneizd levemente y se centrifugaron las muestras a
10,000 rpm por 15 min a 4°C. Después de centrifugar, la fase acuosa fue
transferida un tubo limpio, al cual se le afladieron 20 ul de glucégeno frio a 4°C
como acarreador de acidos nucleicos. Se precipité el RNA de la fase acuosa
mezclando con alcohol isopropilico. Se usaron 600 ul de alcohol por cada 750
ul de TRIZOL utilizados en el inicio. Se incubaron las muestras 1 h a -20°C, se

homogeneizaron suavemente y se centrifugaron a 14,000 rpm por 25 min a 4°C.
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Se elimind 8l sobrenadante y =@ secd e sedimanto en Una gasa asterl con el
fubo boca abajo por 10-15 min. Fnalmente se disolvid en 80 ul de agua libra de

rbonucleasas y se calentd por 10 minutos a §5-65°C.

2.8 .2 Retrotranscripcién

Se incubaron 9 ul del RNA oblenido en el procese anterior con 1 pl de
hexameros al azar por 1% min a temperatura ambients. Enseguida e prepard
una mezcla de reaccin de sindesis de cDNA en un volumen iolal de 20 pl
conteniendo 4 ul de amortiguador de retrotranscripcién SX, 200 uM de cada
dNTP, 1 ul de hexamercs al azar, 1.2 pl de inhibidor de nbonucieasa, 0.8 ul de
DTT, y los 10 pl de la solucién de RNA. Se incubé la mezcla de 19 pl 8 65°C
por 5 min y enseguida a 37°C por 10 min. Anadiendo a continuacién 1 ul de
anzima tranciptasa reversa e incubando a 37°C por 50 min. Al final de la
reaccion, & calantd a 959C por 5 min y se aplicd un choque témico an hielo. La
mezcla se proceso madiante PCR en un coclel con 108 componenies (latados en
la tabla 3 bajo un programa que consistio en 40 ciclos de 84°C, 30 seq; 40°C, 2
min y 72°C, 30 seg. Los productos amplificados fueron analizados en un gol
de poliacrilamida para secuenciacién. La tabla 4 presenta laa secuencias de los

iniciadores utilizados, y la figura 4. un esquema general del proceso.
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2.8.2 Corrimiento de la Electroforasis

Preparacion def gel
Sclucion de poiacniamikia -urea al 6% 120 ml
Persulfato de amonio al 10% 800 W

N.N.N° N’ tetrametiletilendiamina (TEMED) 80 pl

Se mezclaron los reactivos, evitando la formaditin de burbujas.

Se ensamblaron ks vidHos con los separadores y se pegd cinta adbhesiva en los
lados de los vidnios, sujetando en cada lado con dos pinzas. Se preparard |a
solucion de poliacriamida en un matraz erlenmeyer de 200 ml y se mezcld todo
suavemente. Se selld con cints adhesiva |08 bordes superiares de los vidrios
para evitar que se deramara la solucidn de poliacrilamida al vaciarla. Se vacid
la poliacrilamida ponienda los vidrics en una inclinacién de 10-15 grados, y una
vez lleno, se colocd el peine tipe “diente de tiburdn™ invertido {(con (o3 dientes
hacia arviba). El peine se introdujo 7-8 mm en el gel, teniendo |a precaucidn de
que éste no quedara fiojo, colocandg una a dos pinzas en |a parte superior. Se
dejo polimerizar con la misma inclinacidn por 20 min y se refird la c¢inta infarior
del gel y el peine, se retiraron tambian los restos de poliacrilamida y urea y se
reintroduja el peine pero con los dientes hacia abajo hasta pinchar ligeramente
el gel Después de montaro en la camara de secuenciacién y llenar los
depdsitos con amortigusdor TBE 1X, se llevd a cabe una pracomida a 40-80
watts, par 80 min y después se lavaron las carriles con una jeringa can $0lucin

de comida para eliminar el excesg de urea. Se comid el gel a 70 watis por 6 h.
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Después de correr la electroforasia el iempa necesario, se retind de la cAmarm
de electroforesis los vidrios con el gel y se despegd el vidrio grande haciendo
palanca entre loa dos vidrios suavemente y s quitd enseguida kos separadores
de plastico. Se sumergid el vidno con el gel adherido en ia cara supenor en Una
charola del mismo tamafio con solucidn de lavado, introduciendo primero un
extremo y despuds2 el otro, bajandolo lentamente (de lo contrario, se forman
burbujas). Se dejd en la solucidn por 30 min sacando postenommente el vidrio
con &l gel levantandclc de un extremo lentamente y se puso a escurmir en un
angqulo de B0-70°C sobre serviletas, por 10 min. Se colocé e wvidrio
heorizentalmente (con el gel en 1a cara superior) y sobre & se colocd una hoja de
papel fikre Whatman 3MM, empezando del ceniro de uno de los extremos y
avanzando gradualmento hasta cubrif toda & gal. Se extendih muy hien al papel
fillro, rodande una pipeta sobre &. Después se volled tado el conjunto, de modo
que @l papel quedd abajo. Se levantd suavements 8 vidrio siguendo el
movimiento con ungd mano abajo de la hoja de papel hasta despegar
complatamente el gel del vidrio. Se cubrd todo el gel con plastica autoadhenble.
Se ansambld el sistema de secade del 921 en o aparato utllizado para este
propbésito. Después se conectd a una bomba de vacla. Una vez secado el gel,
se retird el papel portadar del gel. se elimind el plastico autoadhenble y s8
colacd el gel en el cartucho para exposicidn con pelicula para rayas X. Se dejb
exponer con upa pelicula ulirasensible para radicgrafia de KODAK Co., a
temperatura ambienie por 46 h. Finalmente se reveld la pelicula y se determind

visualmente |a presencia de bandas dferenciales.



Tabla 3. Coctel de PCR para amplificacién de cDNA de Despliegue

Diferencial

ERSID A D PRGN ONVIA T] 0w 1)
| Amortiguador PCR 10X 20
? aNTP (25 uM) 6
Iniciador AP (2 uM) 20
Iniciadores Ty2MN (10uM) 20
Mezcla de la Retrotranscripcion 20
| dATP marcado con biotina 10
Taq DNA polimerasa 02
| - Agua 92
TOTAL ' 20.0
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memmammwmmmawm

Diferencial

TMN TIT(MTTTMC 14
TIT(M)eTTTMT 14
TIT(T)TTTMA 14

2.9 DETERMINACION DE LA VARIABILIDAD FENOTIPICA DE E. histolytica
También demostramos la vanabilidad fenotipica de los cultivos en estudio,
determinando parametros ampliamente conocidos de variabilidad fenotipica
como serian la actividad hemolitica, eritrofagocitosis y citotoxicidad.

2.9.1 Determinacién de la Actividad Hemolitica

El ensayo se realizé mediante la estimacion de la liberacion porcentual de
hemoglobina (Said-Fernandez S. et al, 1982). En tubos de polipropileno de 1.5
ml con 25 ul de una solucién de eritrocitos de rata al 3%, se agregaron 25 ul de
una suspensién de 1 x 10* trofozoitos en amortiguador SSB o solo de
amortiguador SSB (testigo negativo) y un tercer grupo al que se agrego 0.5 mi
de agua (testigo positivo) y se incubaron a 37°C en un bafio de agua por 80 min
al cabo de los cuales se afadié6 1 ml de amortiguador PBS para detener la
reaccidon (Diamond LS., 1968). Se centrifugaron los tubos por 9 min a 600 x g y



42

semidiélaDOdolossobtmnesaMSrmya?OOm(sad-Fms.
et al, 1983) (Figura 5).

2.9.2 Determinacién de la tasa de Eritrofagocitosis (Rabinovich M. et al,
1971).

Eritrocitos y amibas fueron mezclados en una relacién 100:1 e incubados por 15
min a 37°C. La fagocitosis fue detenida por adicién de agua destilada, y los
trofozoitos fueron centrifugados a baja velocidad. El numero de eritrocitos
dentro de las amibas fue cuantificado leyendo la DO a 397 nm del sedimento
resuspendido de parasitos pretratados con dcido foérmico (Figura 5).

% De Hemoglobina
w ’ Mmmm
Trofozoitos
+ Giloblos
Rogos Cantictad de Globulos
Rojos ingendos

Figura 5. Determinacion de Eritrofagocitosis y Actividad Hemolitica

2.9.3 Determinacion de la citotoxicidad sobre células MDCK
Se utilizd el método colorimétrico con MTT descrito por Mosman para medir
viabilidad celular e indirectamente citotoxicidad amibiana (Mossman T. et al,

1983).
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2.9.3.1 Siembra de microplaca

A una caja de culivo con monocapa confluente se relird 2l medio por succion
con vacio y se agregaron 2 m| de tripsina al 0.25%. Se incubé por 10 min a
37°C hasta que las cahldas se despeqaron de |a caja. Se agregaron 5 mil de
medio dé cullivo completo y 38 resuspendieron suavemenie. Se pasd toda la
suspension celular a un tubo conico graduado de vidrio de 12 mi con tapén de
rosca esténl y se lavd 2 veces centrifugando a 600 x g por 5 min, Se retird el
sobranadante y se resugpendid en 4 ml da medio da cultive completa. Se contd

el numero de celulas en un bematocitdmelra y & prepard una suspensién de
1.5 x 10° pélulas/ml. Se sembraron 3 x 10* células en 200 y! de medio de cultivo
completo per pozo en microplacas de paliestireno de 96 pozos (Coming Glass
Works. Corning, New Yark 14831). Se incubd por 24 h a 37°C en atmosbera

humeda con 5% de CO; para que s formara la monocapa confluente.,

2.9.3.2 Ensayo Colorimétrico

Se lavaran 2 vecss ¢ada poze de microplaca con 200 ul de amoriiguador SSB.
Se agregaron 25 ul de una mezcla de 3 x 10* células y 1 x 10* trofozoilos y sa
incubaren por 1 h a 36°C en atmdsfera humeda con 5% de CO2. Luege de la
incubackin se lavd cada pozo 2 vecea con 200 pul de amortiguador SSB y se
agrego 90 ul de MTT 4.82 mM (0.1 mg en SSB) y 10 ul de FMS 1.89 mM (0.035

myg en H:0 desionizada) par pozo. Se incubd por 75 min a 36°C en atmésfera

himeda can 5% rde CO,. Sa lavé coma en el pasn anterior y 3e agregaran 210

pl dé alcohql isopropllico acidficado (HCI 0.04 M en isopropanol). Se dejo
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reposar aproumadamente 10 min y se resusperkdid con pipeta de repeticién Se
paed al sobrenadante a una micraplaca nueva y se leyd la DO a 545 nm con un

filtro dderencial de 830 nm en un lactor da microplacas (EIA multiwell reader,
Sigma Diagnostics}. Para determinar el porcentaje de muene celular se utilizo &l

analizis de regresion y anahsis de comslacion (Zar JH., 1974) (Figura 6),

1D Mediciom dc

W
,fﬁﬁ Técnua 1t ™+ DOpor ELISA
C_:,"_ MTT-Fomazan I'n" .f';/
s
= = & via far’(] Ia'\T /.'
l'ml'n:. o selaki li<§/J
Muricages g 2lolas MISCK "\ﬂ
\.“\'-.4"-./

Figura 6. Determinacidn de Citotoxicidad

2.10 SELECCION DE mRNA DIFERENCIALES

2.10.1 Estrateqia de Seleccitn

La eswrategia para seleccionar los mRNA diersnciales fue disefada de la
siguiente manara: A party ge ambos cullivos amiblanos CV y CNV, 38 exrajo el
RNA towal, de: cual, por un lado se obluvo el cDNA corespondiente a 108 mRNA
por retralranseripeidn, y por ctre lado, se aistaron tambien los mRNA por la
técnica ¢on columna aligod(T). Posteriormente se mezclaron los cONA de CV
con los mRNA de CNV y viceversa; mantenmendo hibridados 1os mRNA a sus
respectivos ¢DNA y dejando fibres stlo lcs mRNA diferenciales en ambos

casos Enseguida se pasd k& mezcla por una segunda oclumna oligod(T) para
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separar los MRNA diferenciales y a partr de ellos se procedid a construr las

tibliolecas suslractivas con 36lo 108 MRNA astecificos de CV v de CNV (Figura
7).

CNV

Ccv

Figura 7. Estrategia de Seieccién de mRNA Diferenciaies



2.1D.2 Extraccion de RNA Total

El process s& (ealizé por @ técnica de TRIZOL como se ha descrito

previamente (Seccién 2 11.1).

2.10.3 Sintesis de cDNA

Para la sintesis de ¢DNA a partir de RNA total se incubaron primero 9 ul del
RNA obtenldo en el proaceso anteriar can 1 pl de hexameme al azar par 15 min
a temperaiura ambiente. Enseguida se prepart una mezcla de reacckdn de
sintesis de ¢DNA en un volumen total de 20 pl comtenienda 4 ul de
Amortiqguador de retrotranscnpeion 6X, 200 uM ds cada dNTP, 1 ul de
hexdmeros al azar, 1.2 pl de inhibidor de ribenucleasa, 0.8 ul de DTT, ylos 10
pl de la solucién de RNA. Se incubé la mezdla de 19 [l a 63°C por $ min y
enseguda a 37¢C por 10 min. Afadiende a conlinuacion 1 ul de enzima
trancripiasa reversa e Incubando a 37°C por 60 min. Al final de 1a reacelén, e
calentd a 95°C por b min y se aplicd un choque térmico en hielo, La mezcla se
incubd con 2 ul de ribonucieasa por 1 h a 37°C y se calenté a 70°C por 10 min.
Finalmante s& pracipitd el cONA con 2 volimanss y medio de etanol absoluto,
centrifugando a 14,000 rpm pot 10 min y secando el pracipitado para disalverio

en agua ultrapura estéril a una concentracién de 30 ng/ul.

2.10.4 Hibridacion mRNA-cDNA (Lifetechnologiea, 1998)
Se incubaran 80 pg del RNA de CV con 25 il de amortiguador de hibridacién en

un tubo de polipropileno de 1.5 ml. Enseguida se calentd |a mezcla a 85°C por
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10 min ¥ s& aplicd un choque 1émico en hielo para afiadir el cDNA de CNV
precalentado a 65°C. Se afiadieron 2 pl de NaCl § M y se ajustd el volumen
toral a 50 ul con agua ultrapura estéril. Postericomente ee incubé la mezcla a
42°C can agitacién a 200 rpm por 24 h. Finalmente se extrajo & RNA por la
técnica de TRIZOL previamente descrita.

E| mismo protocolc fue utlizado para hibndar ¢ RNA de CNY con ef cDNA de
CV.

2.10.8 Chtencion ds mRNA mediante Extraccién con Columna Oligo d(T)
(Lifetechnolagies, 1999)

Para separar los mRNA desplegados diferencialmente por cada wiltivo de los
hibridados con sus respectivos cDNA, se ulilizd la técnica de aislamisnto por
columna olgod( 1), logrando obtenar solo los MRNA especificos,

Se sujetd la columnea en un anillo de soporte y se ¢argé 1 ml de NaDHO0.1M = la
columna dejandalo drenar completamente. Enaeqguida se equilibrd la columna
con 4 ml de amortiguador de unién (BU) (Tris HCI 10 mM ph 7.5, EDTA 1mM,
NaCl 0 3M, SOS 0.1% pesafvolumen)

Se cargé 1 ml de BU a la columna y se dejd pasar alrededor de 4.5 ml. 3o
afiadieron 3 ml de BU al sedimento de RNA total aislado en el pasa anterior y
se digovio par trituracion usando una pipgta estirl. Se calentd la soluckn de
RNA en un bailo de agua a 70°C por 5 min y se puso en hielo por & min. Sa
cargd el RNA disuelto a Ya columna bajo flujo de gravedad y &8 lavd con 4 ml de

BU para eluir kvs RNA no mensajeros. Se aluyeron lkos mRNA con 1.5 ml de



amortiguador de elucidn (BE) (Tns HC| 10mM pH 7.5, EDTA 1mM, SDS 0.1%
peso/volumen) y as colectd el elualo como una fraccim Unica sn un tubo de
centrifuga desachable de 15 ml esténl. Se reequilibrd la columna con 4 ml de
BLU. Las mRNA obtenidaa ae calentaron en un bano de agua de 70°C pos 5 min
y enseguida s& pusp en un baflo de agua con hielo por § min. Se dej6 Ia
solucién da@ RNA a temperatura ambienmte por 20 minutos, y entonces sa
anadiaron 90 |l de NaCl 5M. inmediatamente se cargd el RNA 3 la columna y
ge lavé con 4 ml de BU. Se eluyb el mRNA con 1. ml d= BE y se colectt al
eluatoe como una sola fraccion en un fubo cenirifuga esténl desechable de 15
ml. Finalmente se anaderon 90 ml de NaCl 5M y 3 ml de etanal al RNA. Se
centrifugaron las muestras a 7,000 x g por 20 min a 4°C y se descartd el
sobrenadanie. Se afiadid cuidadosamenta 1 mi de etanal al 75% al tubo y se
centrifugd a 7.000 x ¢ por 2 min a 4°C. Se eiming | sobrenadante y se secd el
sedimento a temperatura ambiente hasta que el stanol se hubo evaparado
completamenie. Finalmenta se dsolvid el sadimento an 20 pl de EDTA 1mM

tratada con DEPC (pH 7.5).

2 11 CONSTRUCCION DE BIBLIOTECAS

La esirategla de coémo fueron preparados (08 insertos consistentes de kos
mRNA dferenciales con ks adaptadores respectivos y las secuencias §5' y 3

necesarias es descrita en la Figura B.



2.11.1 Alineacion de Iniciadores para formar los Adaptadores 3' y &'
(Operon, 1999)

Para preparar los adaptadores que serian utilizados en la construccion de las
bibliotecas se utilizé un par de oligonucledtidos para cada adaptador. La figura ©
muestra las caracteristicas de cada adaptador y la tabla 5 presenta sus
secuencias. Tales oligonucledtidos fueron alineados de la siguiente forma:

Se resuspendieron los oligonucledtidos en Tris-HCl 10mM. Se tomaron
alicuotas de 32.5 pmoles de cada oligonucledtido y se llevé a un volumen total
de 15 ul con agua ultrapura estéril. Enseguida se afiadieron 5 pl de
amortiguador L 10X y se calenté a 90°C por 5 min y se enfrié a temperatura

ambiente por 45 min.

Tabla 5. Secuencias de los Oligonucledtidos que forman los Adaptadores

5 goc gea ggt cto cte cic tta gea gca caa cca

. _gca ATg Qcc

Sp9|3' Cgt coa gay gag gag aat ogt cgt gtt ggt cqt tac 39
Cr]l] -

Not| 5 ttt Tttt ttt act agt gat gct 21

Not!1 3 tga tca cta cga 12
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TLt CLE CEC act Bge ¢ u!‘FeEI 3 Unién de Oligos
— - . 5 para formar los
['mjl] Adaptadores 5" y 3'

ttttttett act agt gat got

---------

Corte Spe 1y
Sintesis de ta 1" Cadena

tttttett a

; | S e TS

Unidn del
Adaptador §°

Figura 8. Preparacion de Insertos para clonacion a vector.
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3" I tgl.tca cta é I
o,.zmsm‘:x;f.

complementario  Spe | extra para facilitar
ol corte Spe |

Constitucion del Vector Recombinante

Figura 9. Caracteristicas de Adaptadores para Insertos



2.11.2 Unién del Adaptador 3' a los mRNA Diferenciales

Se afadieron aproximadamente 50 ng de RNA obtenido de la seccién 2 13.5 a
16pldeaguaultrlpufaoetérily2pldoamomgxndordoT4DMlm.
Emeguidaseanadié1pldeladmtador3'obtmidoenhseodonmﬁory1m
de T4 DNA ligasa para posteriormente incubar la reaccion por 5 h a 15°C. Una
vez realizada la reaccion, se procedio a digerir el mRNA-Adaptador 3 con la
enzima Spe | para dejar listo uno de los extremos del inserto para unir al vector.

La tabla 6 expone las condiciones de la digestion que fue realizada a 37°C por
12 h.

Tabla 6. Coctel de Digestion para formar sitio cohesivo Spe |

DNA insefto (500 ng/ul) 5

Enzima Spe | D G |
Amortiguador 10 X 1
Agua 3

2.11.3 Retrotranscripcion

Una vez listos los mRNA-Adaptador 3', se procedid a sintetizar el cDNA por
retrotranscripcion. Esle proceso se realizd igual que el descrito en la Seccion
2.13.3.

2.11.4 Sintesis de la Segunda Cadena
Para sintetizar la segunda cadena se prepard una mezcla de reaccion de un

volumen total de 50 ul conteniendo lo siguiente: 5 ul de amortiguador PCR 10X
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(43 mM MgCl:, S00 mM KCI. 100 mM Tris HCI, pH 8.4 ¥ 1 mg gelatina/ml), 200
uM de cada dNTP, 5 U de Tag DNA polimerasa, y 3 ug da hexamaeros al azar.
La reaccion fue ampkficada en 30 ciclos con desnaluralizacion a 92°C por 1
min, aineanmenta a 40°C por 1 min y extensidn por 2 min a 72°C usando un

{ermoaiclador automatizado (MJ Research, Cambridge, MA).

2.11.6 Unidn del Adaptador 5

El siguiente paso fue unr el adaptador 5' a los insertos mediante reaccion con
anzima ligasa. Previamenta se repurificaron los acidos nuckacos del paso
amsror con una mezcla de 200 ul de Fenol:Cloroformo:Alcohol |soamilico
(100:96:4) y reprecipitades con 2 volumenes y m&dio de atanol. La reaccion con

la ligasa, del adaptador 5' se realizé igual que I8 Saccldn 2.14 2.

2.11.8 Clonacién de Insertos al Vector Fagico (Young RA, et al, 1883)
Una vez teminada [a amplficacion, se purficaron los acidos nucleicos como se

describe an la Seccion 2.14.4 y se procedid a clonar (08 inseftos al vector. Se

pieparé una reaccion de ligacion como s€ muestra en |a tabla 7 con sus
respectivos controles positivo y negativo. Se procedid a incubar las mezcias a

4-C por la noche y enseguida se empaquetaron l0s vectores recombinantes.



Tabla 7. Reaccién de ligazén de los Insertos al Vector SurfZAP

Bl ] NeosivoGh | positivo ) | MissmGin T |

1 1
(1 ug/ul)
Inserto testigo + z 3 -
(0.25 pgl/ul)
Insertos Muestra - l - 2
Amortiguador de 0.5 ‘ 05 05
DATP 10 mM 05 | 05 05 ‘[
Agua 25 25 05 j
DNA T4 Ligasa 0.5 | 0.5 0.5 |
| (2ulah i

2.11.7 Empaquetamiento del Vector (Young RA. et al, 1983)

Se tomé del ultracongelador de -80°C dos extractos de proteinas de
empaquetamiento de fagos. (Uno para cada biblioteca diferencial). Enseguida
se dejaron entre los dedos hasta que apenas empezaron a derretirse e
inmediatamente se afiadieron 4 ul de DNA a una cantidad de 1 ug de ligacién.
Se mezclé con una pipeta y se centrifugd el tubo répidamente por 4 seg A
continuacion se incubd a 22°C por 2 h y después se afadieron 500 ul de
amortiguador SM al tubo. Se afiadieron 20 ul de cloroformo y se mezclo el tubo

para finalmente centrifugar brevemente para sedimentar.

2.11.8 Preparacién de Bacterias Hospederas (Sambrook J. et al, 1989)
Para preparar Escherichia coli XL1-Blue para placas de petri y para el stock de
glicerol se prepard LB con tetraciclina a una concentracion de 12.5 pg/mi,
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mientras que para crecer én cukive se prepao LB con maltosa 0.2%
wolumenfvglumen y 10mM de MgS0,,

La preparacion de células bactenanas fue fealizado de ka siguiente manera. Se
tomd una asada ded cultivo orginal y s sembrd en una cajé de medio LB con
tetraciclina dejandola incubar a 37*C por 12 h. A partir de es® cultivo se
utilizaron las bactenas para realizar [a ttulacidn y propagacion ds las

bibliotecas, asi comn para & tamizaj® inMmunoldgkso,

2.11.9 Titulaclén de la Biblioteca (Sambrook J. et al, 1589}

Para determinar el titulo de la biblicteca, se mezclaron 200 pul da bacterias £
coli de la cepa XL1-Blue con alicuctas de 0.1 a 10 ul de (a biblioleca. Se
Incubaran las suspensiones por 20 min a 37°C. Se mezclaron |as preparaciones
con 4 ml de medio LB con mahosa y MgSO, an agar suave fundidc a 80:C. Se
agitd suavemente cada tubo con ayuda de un vorlex e inmediatamente se vacid
el cantenide completo del tubo al centro de una caja de petri preincubade a
37°C por 8 h, que contenia 35 ml de LB en agar al 1.5%., Se giraron
suavemente las placas para asegurar una distribucion uniforme de (as bactenas
infectadas y el medio sdlide fundido de superficie. So repitic la oparacién
descrita con cada une de |os otros tubss. Se taparon las cajas y se dejaron
reposar S min a temperatura ambiente, para permitir que solidificara el medio de
la superficie. Se invirtieron |ag cajas y se incubaron a 37°C. Despuss de 7h de
incubacion, se contaran el numero de Unidades Formadoras de Placa (UFP)

ohlenidas de cada caja. El tHulo 58 exprest como UFP/pul



2.12 TAMIZAJE INMUNOLOGICO DE LAS BIBLIOTECAS (Sambrook J. et
al, 1989; Young RA. et ul, 1883}

2.12.1 Preparaciéh de los Filtros

Se tomé una colonia de bacteras y se crecid a cultivo a saluracion en 15 mil de
LB + 10 mM de MgSQO,4 + 0.2% de Malosa a 37°C y 250 rpm de agitacitn. Se
mezdlaren 0.2 mi del cullivo con 0.1 ml de amortiguador de dilucidn de & 1X
esteril conteniendo 10* UFP de la biblicteca. Se permitib la adsorcién de fages a
kas celulas a 37°C per 15 min (10° placasicaja de peiri). Se afiadkron 3 ml de
LB agarosa suave mas 10 mM de MgSO, para cada caja de Petri. S8 meazgid y
se vacid a la caja. Se mezdaron e incubaron a 42°C por 3.5 h para permitir el
crecimienta de fagos |icos. Usando pinzas, se dejd un fikro de nilrocelulosa
{NC} seco praviamente saturado ¢on 10 mM de IPTG sobre la superficie de la
agarosa, evilando la farmacién de burbujas. 82 marcaron las filtros en 3 lugares
asimetricos con jeringa y aguja con binta indeleble. Se incubaron |ae placas
conteniendo 10s filtos a 37°C por 3.5 h. Enseguida se remaviercn y lavaron los
fittros en amoptiguador TBAST. Se incubaron los filtroe en TBST + 20% de suero

fetal bovino por 30 min. Posteriormente s& removieron y lavaron los fittros en

TBST nuevaments.

2.12.2 Unié6n del Antisuera
Se incubaron los fikros en 5 ml de TBST con la mezcl de sueros a temperatura

ambiente por 1 h. Se afiadieron 2 pl de mezcla de antisuero por cada 10 ml de
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solucidn usada en &l paso amenor. Se lavaron los filtros en 3 cambios de TBST,

dejando 3 min por cambio.

2.12.3 Unlén dsl Anticusrpo Secundario Bictinilado

Se afadieron 20 pl dal anticuerpa secundario (Anti-humane) por cada 10 ml de
TBST. Se incubaron & temperatura amblente por 30 min con agiackén vigorosa.
Se dejaron los fikros en TBST con 8l anticusrpo secundario. Enseguida se
lavaren los fillros en 3 cambios de TBST dejando 3 min por cada cambig,
Posteriomente se transfineron los fitros a TBST conteniendc el complejo
Avidina-HRP (40 ul de Avidina y 40 pl de HRP en 10 m| de TBST). S¢ incubaron
a temperatura ambienie 30 min eon agilacion vigarosa. Se lavaran kos filtros 3
veces en TBST dejando 3 min por cambic. Después ee incubaron loe fillros de
NC en solucion de susfrato de peroxidasa. Se dejé desarrollar el color 30 min
usanda 5 ml da solucion de sustratoc peroxidasa por cada filro. Las placas
positivas aparecieron de color azul. Finalmente se lavaron los flitros en 3
cambios de agua destilada y se dejaron secar al aire, para después alinear Ios
filios con las placas para seleccionar las placas positivas, y en casos dande ne
pudo ser picada una sola cclonia, se separd un fragmento de agarosa con
varias colanias y se repilio el plagueo para oblener 200-1000 placas en una

caja de 150 mm y se retamizd para obtener una placa unca.



2.13 PRUEBA CON SUEROS

Se procadid a probar las proteinas recombinantes de cada clona aislada,
expresadas en |la supefficie de |a bacteria, con sueros de pacientes en estado
de porlador para las clonas de CV y sueros de pacienies con amibiasis invasva
para las clonas de CNV. De la misma forma se probaren ambog grupes de
clonas con una mezcla de suerds de sujetns sanos.

El objets de tal prueba fue deteémminar 8i exist’a inmunormeactividad cruzada de
alguna de |as clonas aisladas con l0s suercs contrarios, es decir que las clonas
de |a biblioteca del cultivo vimlento ne fueran reconocilas lambien po
anticuerpos desamollados por packentes asintomaticos y viceversa. lgualmente,
descartar clonas que presentasen Inmunoreacdén en sujetos sanos.

Se incubarnon 50 pl del spbrenadante obtenide despues de centiifugar a 14000
rem por 30 seq el cultive obiénido dé cada clona propagada én £. col, con 50 pl
de suercs, Se dejaron incubar a 37°C por 15 min en cdmara himeda y sé
observo la presencia o auserncia de aglutinacidn al microscopio. Se probaron los

15 susros de pacientes ©on ambiasis invasiva, 20 suergs de pacientes

portadores asintomatcos y 10 sueros de sujotos sanos.
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CAPITULO I

RESULTADOS

3.1 ORTENCION DEL CULTIVO VIRULENTO A PARTIR DEL ABSCESO

Después de 7 dias de la inoculacion intrahepatica de las cultives de E.
tustolytica en los Hamsters, se observaron lesiones macroscopicas, de aspedcto
blanca gremoso en areas redondas a raves de hodo el tejido hepético, que bajo
el microscopio puderon definirse coma granulomas caracterisslicos de diversos
tamafios con un centro necritico rodeado por abundantes trofozoitos, células
epiteliales y fbrosis. Lag amibas cosechadas del absceso fueron exitosamente
mantenidas en cultivo por un par de resiembras con antibidtico para establecer
el cultivo axenico y entonoes extraer sus acidos nucleicos, asi coma Ios de las
amibas nho inducidas. La figura 10 muestra el aspecto mikcrosedpico de las

lasione’ hepaticas.



Figura 10. Aspecto microscopico de las lesiones hepaticas por E.
histolytica. En la figura se puede observar un centro necrético de tejido
hepatico rodeado por abundantes trofozoitos, células epiteliales y fibrosis.

3.2 Extracciéon de DNA y RNA

Se extrajo el DNA total de los cultivos virulente (CV) y no virulento (CNV), per la
técnica descrita por Petri (Entamoeba homepage, 2000). Se obtuvieron
alrededor de 25 ug de DNA de buena calidad, sin degradacion ni contaminantes
de acuerdo al andlisis espectrofotométrico (Sambrook J. et al, 1989).

El RNA fue aislado por la técnica comercial TRIZOL (Lifetechnologies 1988) y
fue analizada su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% y
tincién con bromuro de etidio, obteniendo 20 ug de RNA total integro. La Figura

11 permite observar la integridad del RNA obtenido.
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25 15 12 10 7 5
Figura 11. Aspecto del RNA amibiano en gel de agarosa. Se puede
observar la integridad y pureza del RNA extraido para los anilisis

posteriores. Cada carril corresponde a una cantidad de RNA afadida en pl.

3.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA
DIFERENCIAR ESPECIES EN LOS CULTIVOS

El DNA genémico de CV asi como el de CNV fueron sometidos a un par de
PCR para confirmar molecularmente la presencia exclusiva de la especie E.
histolytica en nuestros cultivos originales y 1a ausencia de E. dispar. El PCR
realizado con los iniciadores P1y P2 tanto a CV como a CNV expuso mediante
elactroforesis en gel de agarosa al 2% y tincion con bromuro de etidio la
presencia de la banda de 146 pares de bases correspondiente a la confirmacion
de la presencia de E. histolytica en los cullivos. Mientras que el segundo par de
PCR con los iniciadores NP1 y NP2, no revelaron ninguna banda en el gel. Esto
descarta la posible presencia de E. dispar como contaminante en nuestros

cultivos originales. La Figura 12 muestra el gel con los resultados mencionados.



145 pares |
e bases
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Figura 12. Electroforesis en gel de Agarosa al 2% mostrando los

productos amplificados a partir de DNA genomico amibiano. En el carril 1
se observa el marcador de talla molecular (escalera de 100 pares de
bases), en los carriles 2 y 3 se presenta la banda de 145 pares de bases
correspondiente al producto de la cepa patégena en CV y CNV. Mientras
que en los carriles 4 y 5 se presentan las muestras sometidas a
amplificacién con los iniciadores de la cepa no patégena en los mismos
DNA (CV y CNV respectivamente). Es evidente la ausencia de dichas

bandas de 133 pares de bases.

3.4 DETECCION DE POLIMORFISMOS AMPLIFICADOS AL AZAR

A partir de los cultivos originales CV ¥ CNV se procedié a preparar una muestra
especial de DNA genémico tal y como se describe en la metodologia, la cual fue
utilizada para detectar polimorfismos genéticos mediante amplificacion al azar
con la técnica conocida como RAPD-PCR (Random Amplified Polimorphism
Detection-PCR). Con esta metodologia se pudo confirmar la presencia de una
evidente y considerable cantidad de bandas polimorficas diferentes en los

cultivos CV y CNV. La figura 13 permite observar dicho polimorfismo presente

en ambos cultivos.
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Figura 13. Polimorfismo en el genoma de E. histolytica de CV y CNV. En el
carril 1 se muestra el marcador de talla molecular (escalera de 100 pares
de bases). Los carriles 2 y 3 muestran el bandeo obtenido por el DNA de
CNV por duplicado, y los carriles 4 y § muestran el bandeo de CV. Los
Gitimos dos carriles (6 y 7) muestran el bandeo del CNV después de 4

meses de mantenerlo en cultivo in vitro.

3.5 DESPLIEGUE DIFERENCIAL DE mRNA EN CV Y CNV

Utlizando RNA total, se realizaron amplificaciones de los mRNA de CV y CNV
mediante RT-PCR con iniciadores especificos para observar desplegue
diferencial de mRNA. EI gel de secuenciacion en el que se analizaron los
productos amplificados permite observar la presencia de algunas bandas que
estan mas intensas en el cultivo CV que en el CNV, lo cual demuestra la
sobreexpresién de aigunos transcritos al someter los cultivos amibianos a
condiciones ambientales distintas como seria la inoculacion experimental

hepética en hamsters. La figura 14 muestra tal sobreexpresion.



CNv CV

Figura 14. Despliegue diferencial de mRNA en Entamoeba histolytica. En
la figura se muestra la autoradiografia del despliegue diferencial de
mensajeros en CNV y CV. Se pueden observar algunos transcritos

sobreexpresados en CV, indicados por las flechas.
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3.6 DETERMINACION DE PARAMETROS FENOTIPICOS

ConelobjetodempaarladeMMdQCVyCWumidium
tres parametros tipicos de virulencia amibiana como serian la tasa de
eritrofagocitosis, la actividad hemolitica y la citotoxicidad sobre células MDCK.
La tabla 8 resume los resultados obtenidos en la determinacion de tales

parametros y los siguientes apartados especifican particularmente el resultado
de cada parametro.

Tabla B. Parametros Fenotipicos asociados a Virulencia en E. histolytica

Eritrofagocitosis 43% \ 97%
Actividad Hemolitica 28.50 UH 70.30 UH
Citotoxicidad en células 37.25% 93.40%
MDCK

3.6.1 Eritrofagocitosis
Se observod el porcentaje de eritrofagocitosis de los cultivos originales CV y
CNV mediante un método previamente descrito. La figura 15 muestra la grafica

del porcentaje de eritrofagocitosis méximo obtenido por CVy CNV.



1 2 3 4 8 8.7 8 0 10 11 1213 14 18
Tieempo (sa)

Figura 15. Curva del % de Eritrofagocitosis contra tiempo de CV y CNV. Se
puede observar en la gréfica que aproximadamente a los 10 min de

incubaciéon, el % de eritrofagocitosis para ambas cepas se mantiene
practicamente constante.

3.6.2 Actividad Hemolitica
Se determiné la actividad hemolitica de CV y CNV, encontrando que la actividad
hemolitica absoluta expresada como Unidades Hemoliticas/mg/0 min de

reaccién (UH) fue de 29 50 UH para CNV y 89.30 UH para CV.

1.6.3 Citotoxicidad sobre Células MDCK

17 muestran Iosremludosobbnidosmmwnm-
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Figura 16. Microplaca mostrando la citotoxicidad de CV y CNV sobre
células MDCK. Las lineas 1 y 2 muestran células MDCK solas. Las lineas 3
y 4 muestran células MDCK + CV, las lineas 5, 6 y 7 muestran células

MDCK + CNV y la linea 8, el control negativo (MDCK + solucién
fisiologica).

X
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Figura 17. GrtﬁcadolacuotmdddldchyCNVoomwduuocx.
Las primeras dos columnas muestran células MDCK solas. Las siguientes
dos muestran células MDCK + CV, las siguientes tres muestran células
Mocmcuvwaaumnnuwudomchodconwmwvo(m

+ solucién fisiolégica).



3.7 TITULACION DE LAS BIBLIOTECAS DE cDNA

El titulo pramedio de la biblioteca abternda de CV fue da 7.B x 1° UFP/ul,
mientraa que |a biblicteca obtenida de CNV preaentsd un titulo promedio de 6.8 x
10° UFP/pl, Los caleutoa reaiizados se basaron en la determinacién por cuanta

an placa de la cantdad de UFF en cada una de las dilucianes hechas de las

biblistecas criginales.

3.8 TAMIZAJE INMUNOLOGICO

Para cada biblioteca. se analizaron 30 cajas por duplicade con medio de cullive
y el césped bacteriano infectado con cada biblioreca, con un titulo de § x 10°
UFP por caja. Una vez incubadae con los sueros, 1as 1éplicas de nitrocelulosa
obtenidas de las cajas, se detectaron 30 UFP que presentaron una coloragion
azul en el fire de nitrocalulosa previamente balado para € tamizaje de la
bibhoteca de CV y 28 UFP positivas para el tamizaje de la biblioteca de CNV.
Estas UFP fueron tomadas de |3s ¢ajas orginales y arsladas nusvamente para

asequrar que fuesen colonias Unicas. La Figura 18 muestra un aspecto de los

filtros con UFP posilivas.



Figura 18. Aspecto de uno de los Filtros de Nitrocelulosa con clonas
positivas al realizar el tamizaje inmunolégico.

3.9 INMUNOREACTIVIDAD CRUZADA DE LAS CLONAS AISLADAS

Cada una de las 30 clonas obtenidas de |a biblicteca del cultivo virulento, fueron
retadas contra cada uno de l0s 20 sueros de pacientes asintométicos y los 10
sueros de sujetos sanos. Logramos identificar 13 clonas que presentaron
reaccion cruzada con alguno o algunos de los sueros (Ver tablas 9 y 10),

De la misma forma, cada una de las 26 clonas obtenidas de la biblioteca del
cultivo no virulento, fueron retadas con cada uno de l0s 15 sueros de pacientes
con amibiasis invasiva, y los 10 sueros de sujetos sanos, observando
inmunoreactividad en 17 clonas (Ver tablas 11y 12)

Asi. se obtuvieron 17 cionas de la biblioteca de CV que codifican antigenos
recombinantes especificos de E. histolytica en estado virulento y 9 clonas de la
biblioteca de CNV que codifican antigenos recombinantes especificos de E

histolytica en estado no virulento.



Figura 18. Aspecto de una de¢ ios Filtros de Nitrecelulosa con clonas

positivas al realizar el tamizaje inmunolégico.

3.9 INMUNOREACTIVIDAD CRUZADA DE LAS CLONAS AISLADAS

Cada una de las 30 clonas nbtenidas de ‘a biblioteca del cultivo virulente, fueron
retadas sontra cada uno de los 20 saesos de pacientes auntomaticos y los 10
susros de syptos sancs Logramos identficar 13 clonas que presantaron
reaccion cruzada con alguno o algunos de kas sueras (Ver tablas 9 y 10).

De la misma forma, cada una de las 26 clonas abenidas de la biblioteca del
cultive no virulento, fueron retadas con cada uno de kcs 15 suerqs de pacientes
con anioasis invasiva, y los 10 sueros de sSuptos sancs. cbservando
munoreactivdad en 17 clonas (Ver tablas 11y 12).

Asi se abtuvieror 17 cionas de I8 bidlioleca de CV que codiican antigenoa
recambinantas especificos de £ hisfolytica en estado virulento y 9 clonas de |la

biblioleca de GNV que cadifican antigenos recombinantes especificos de &

histalytica en estado no virulento.

02



Tabla 8. Clonas de CV retadas contra los sueros de pacientes

asintomaticos. (* significa que presenté inmunoreaccién).
Las clonas en negrillas corresponden a las que fueron seleccionadas como antigenos
especificos, puesto que presentaron reaccién solo con los sueros de pacientes con
absceso y no con los asintomaticos ni personas sanas.
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(* significa que presents inmunoreaccién).
Las clonas en negrillas corresponden a las que fueron seleccionadas como antigenos
especificos, puesto que presentaron reaccion solo con los sueros de pacientes con
absceso y no con los asintomaticos ni personas sanas.
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Las clonas en negrillas corresponden a las que fueron seleccionadas como antigenos
especificos, puesto que presentaron reaccion solo con los sueros de pacientes
asintomiticos y no con los pacientes con absceso ni personas sanas.




Tabla 12. Clonas de CNV retadas contra los sueros de personas
sanas. (" significa que presenté inmunoreaccién).
Las clonas en negrillas corresponden a las que fueron selecclonadas como antigenos

especificos, puesto que presentaron reaccién solo con los sueros de pacientes
asintomiticos y no con los pacientes con absceso ni personas sanas.
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CAPITULO IV

DISCUSION

Patoganicidad y virulencia son dos témines frecueniemente Usadas de manera
indiscriminada como sindnimos (Edman U. et al, 1987; Matiem CFT. et al, 1978;
Garfinke! L. et al, 1989; Tannich E. el al, 1889 & Tannich E. &l al, 1891). Sin
embargo, una dsfnicibn mas precisa parA ambos seria la siguiente: Un
patdgenc es un organismo capaz de causar enfermedad, mientras quae
virulencia &s 1a capacidad relativa de un patbgeno para causar enfermadad. Da
tal manera que en principio, patogenicidad es un termino dual, (esté presenie o
ausenle) mientras que la virulencia puede exhibr rangos dependiendo de la
severidad de la enfermedad resultante (Galkdsicne GP. et al, 1970).

Esta claramente definido que Entamoeba histolvtica es un patégand, pero la
proporcién o grado de virulencia de los diversos aislados varia de manera
notcna, determinandosa oniginalmente medianta @l esiablecmiento fénotipico
del parasito.

La observacion de parametros fenotfpicos &n cultivos, esid bien documentada y
8s una metodologia que permite definir de manera coniundente la axpresion de
pratelnas asociadas a la vindsncia en ks organiemos. Ea sabido que los
organismos eucarioticos sufren consiantes procesos de diferenciacion que se

reflejan en un aspecto morfoldgico, metabdlico o molecular distinto al original np



solamente come parte de su ciclo vital, sino también cuando las condiciones
desarrolladas en su medioc ambente san akteradas de su status nomal.

Este fendmeno no esta ausente en Entarmoeba histolytica, y de hecho, es la
evidentcia Clasica que ha pemmitido 8 traves de las décadas de estudio de la
amiblasis, afios antes de la revalucién de Ia Ingenieria Genética, estahlecer 1a
dualidad mortal de este parasito.

Con los hallazgos de Marinez-Palomo en la década ds los 70%s tsobre la
variable aglutinacion de los cutlives amibiancs con Concanavalina A de acuerdo
a la virulencia y patogenicidad de log mismos, (Martinez-Palomo A, 1082)
amancd el desarrollo de estos estudios fenotipicos que iban desde la
observacion de patrones eleciroforéticos de protainas diferanciaies en una
misma especie, tal y come fue el caso del reporte de Sargeawwi con ka
clasificadén de mas de 8000 muestras de dislinlas partes del mundo,
(Sargeaunt P., 1988) hasta los sofisticados meétodos de purificacion de
proteinas citatéxicas, citopaticas yfo citoliticas, que pemmitieron establecer \os
principiog de la elucidacidn de los mecansmos patogénicos del parasito
(Gonzales-Ruiz A. et al, 1992, Mirelman D. &t al. 1392 & Lotter H. et al, 1992).
En nuestro estudio, elegimos tres de tmles pardmetros para establecer |a
expresidn diferencial de proteinas asociadas a la virulancla en nuestros cultivos
CV y CNV: La ertrofagoditosic, i actividad hemolltica y la citotoxicidad sobre
maonacapas celulares.

El primero de ellcs es indispensable para detemrminar la virulencia del parasito,
ya que ademdas de la citdlisis poi conlacto, la fagocitpsis e= la segunda amma

mae poderosa con que las amibas atacan. De tal manera que conocer la tasa



76

de fagocilesis, en este casp eritrockaiia, nos permitia determinar un parametro
fehtipico de viulencia conlundente. La Ffagodtosis como pardametro de
virulencia ha sido reportada anteriommente, y siempre ha sido definide como
fagecitosis entrocitana e de fragmentos de células lisadas (Martinez-Palomo A.
et al, 1985). Es interesanie observar, que aun en las amibas de CNV fue posible
detectar tambien una tasa basal de fagecitosis, lo cual habla de su potente
agreeividad nalural camo patégeno definido.

La actividad hemolilica nos peimitid determinar el otro mecanismo patogénico
da las amibas; la citOlisis. La determinacion estd basada en la medicidn
espectrofotométnica en [a regidn visible de la libsrackdn de hemoglobina o cual
expone indirectamente 'a actividad citclitica sohre eritrocitos del parésito.
Nuevamente el CNV prasentd una hamalisis hasal. mientras que el CV expusa
ka aciividad hemalitica de las amibas en su méxima exprasidn.

El altimp parametro medido es muy parecido al anterior con la diferencia de
usar monocapas de lineas celulares en lugar de glébulos tojos. La 0nica
diferencia entre unos y olros es ka ausencia de nucleo en estos ulimos, por o
cual decidimes uthzar tambin célilas MOCK para medir la citdisis. Marlinez
Palomo y cols., han empleadoc monocapas de células MDCK con el objeto de
determinar los eventos ciloliticos mediante microcnematografia. Las
manocapas de células MDCK constituyen un modele adacuado para muestros
estudios. ya que conslislen de una sola capa de célulae adharentas que forman
una bamera continua semejando |a barera epitelial in vivo. En los reportes del

Dr. Marntinez Palomo, después de 1 hora de incubacibn se dio e maximo nivel
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de destruecion, par o que nosofres utilizamos este mismo tiempo de incubacion
{Marlinez-Palomo A, et al, 1985).

.a medicidn de estos pargmetros en nucsiros culivos pemiten confimmar que
E. histolytica se transtorma en yn ente biologice mas peligiose cuando
encuermra las condicionea propicias para ello. Condiciones que, en nuestro
¢asa, s& fraducan en lo que seria el tejido hepatico del hamster. El higado s un
odrgana multfundonal y multiestructural molecularmente hablando. Es posbla
que fales propiedades que pudieran mimetizar un medio sumamente
efriquecido para el parasito, ke fadiliten la sobreexpresion de iss citolisinas y las
proteinas y macromoléculas asocladas a la fagocitosis y degradacion
imMracelular. Por otro lado, el proceso de axenizacién envuglve una intensa y
prolongada prasitn de selecelén (Diamond LS., 1883), lo cual de acuerdo a
estudios realizados por Ackers, Sargeaunt y Bhattacharya, afecta los niveles de
proteinasas, la expresion de spitopes y la vrulencia i vitio (Spice WM. et al,
1902, Prasad R. et al, 1992 & Blakely P. et al. 1830).

Fue entonces indispensable para nuéastro trabajo establecer dichas condiciones

fenolipicas alteradas para continuar buscando a un nivel mas fino: El genoma

del parasito.

La determinacidn de polimorflsmas gandimicos en lag especies alcaridticas ha
sido de mucha utilidad en los estudios de klentificacitn. De hecho, forman parle
de la nueva metadologia en la investigacion forense, permitiendo la exitosa

dentificacion a nivel molecular de individuos. Esle aprovechamiento fue
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tambien explotado en nuesirc estudio, pemiténdonos definir la marcada
plasticidad gendmica de E. histolytica.

Conaideramos de relevancia medir el polimarfisme genética amiblano puas
anteriommente se ha reportado por la Dra. Onozco, que el pardsio presents
certas secuencias de DNA llamadas regiones variables las cuales exhiben
cambios en su secuencia nuclectidica aun en cultives clonales, (D8 Menezea
FL. et al, 1997) y se ha propuesto que uno de los evenios moleculares qua
producen dicha variabilidad pudiera sar la recombinackin no espedifica (Orozeo
E. et al, 1693). Tales aportaciones, nos dieron la pauta pams ejecutar nuestro
experimento. El banden obtenida, nos pemmite cbservar la contundente
presencia de bandas especificas que pudieran servir camo marcadores
geneticos de caracterizacion de poblaciones amibianas. Una altemativa para
ellc seria probar la misma melodclogia an cultivoe con gradual aumento de la
virulencia y peder definir las bandas presenies o ausentes de manera
diferencial, que funcionarian comd marcadores genéticos. En nuestro caso, noa
permilid concluir que a nivel gendmico efectivamenle £ nistoiviica exhiba
variaciones provocadas por un cambid en au habitat. Se ha repormdo en un par
de trabajos el u=o de polimoifiamws gendmicos en E. hisfelyfica, uno de loa
cuales propone |a diferenciacién y estudios de divergencia y evolucodn de ka
especis mediante esta técnica y el otre enfocado a definir l0s origenes de

imfecciones {De Manszes FL. et al. 1897 & Gomes MA. st al, 2000).

Una vez que se encuentra, identfica y clona un gen encendido en una especie

patogenicamente aclivada, y apagado en 3u estado no virulento, s& vuelve Un
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promigorio candidato para &l bloqueo de la funcidn bickigica, en eate caso la
virulencia. Ya sea por recombinacibn hombloga, sondas antisentido o
zobreexpresién autctéxica, el objetivo al final sera desammar al cantrario.

Para legar a fal meta, encontrar e identficar lales gunes, edia antenomente
muy complicado. Sin embargo, con la meiodologia del despliegue diferencial de
mRNA esta dificutad ha sido resuelta. La técnica se basa en una simple RT-
PCR seguida por una elkectroforesis en gel de poliacrilamida de ata resolucion.
La novedad del proceso radica en los iniciadomes utilizados para amplificar kos
mRNA.  Las secuencias de |os iniciadores de retrotranscriptidn son
oligonucledtidos d(T) con diversas combinaciones de terminaciones en adenina,
guanina, tmidina y citosina quée asequran estadisticaments junto con los
hexémerocs para la amplficacion, la produccitn de ¢cDNA de praciicamente
todos los mRNA de una especia. Si aunado B ello, 1a especie a probar ha sido
sometida a doa condiciones ambientales distintas, una de las cuales, favorece
la activacion de la virulenda de tal especie. forman los ingredientes Optimes
pdra encontrar esos genes fan apreciados: los ganes de la virulencia.

La Dra. Lourdes Muhoz ha reportado el uso de esta hermamienta en la basqueda
de cepas amibianas productoras de granulos electrodensos activados por la
presencia de calcia en lo= cullives (Salazar 1. et al, 1997). En nuestro caso,
aprovechamas tal tecnologia para confirmar, que existia en £. histolytica un
despliegue diferencial d@ mRNA en condiciones asociadas a su virulencia
comparado con el cultivo i vifro nermal, Lo que pudimos obsarvar mas que la
presencia o ausencia do genes fie la sohreaxpresion de ellns, puas se

incrementt la intensidad de algunas de las bandas, b cual se traduce en la
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pramocion transcripcional selectiva. Es posible €n este caso descartar falsos
positivos o el efecta contaminante de lag cantidades y concentracidnes al
observar Ia simiitud en el resto de las bandas y ejecutar &l proiocolo con

oconcentraciones iniciales similames para ambos cultivos.

Una vez confimada la variabilidad inlraespacie de £ histolyfice con parametros
fenctipicos, genaticos y moleculares, procedimos a &jecutar la segunda parte
del trabajo, que fue construir bibliotecas de cDNA con mRNA expresados
exclusivamente en CV y CNV, 0 que se conoca como biblictecas sustractivas.
A parir de |as cuales se realizaron tamizajps con mezclas de sueros de
pacantes con abacesc y asinomaticos para aslar antigenos expresados
exclusivamente en CV y CNY.

La parte crucial de esta metodologia fue e disend de la estrateqia de seleccion
de los mRNA diferenciates, la cual se basé en hibridacién y sustraccion por
afinidad con columna coligod(T). Teéricamenta aislamos aquelids mMRNA que se
enclenden extlusivamentg cuanda &l paidn virulanto de |a especle se
encuantra en funcionas

Con aproximadamenie 38400 genes transcripcionalmenle actvos, las
bibliotrecas des Entamoebs hisiolyfica requerian ser lamizadas con una cantidad
de UFP de por 10 mehos 3 veces Mmas que esa cantidad para aseguras la
presenci de todos los genes en €| lamizaje, Nosolros tamizamos 30 cajas por
duplicado con 5000 UFP cada uma, o cual armoia un lolal de 300,000 pesibles

penes analizados, cubnendo sobradamente |a cantidad de genes a estudiar.



Muchos grupos de investigacién sobre amibiasm han buscado durante afoe la
malécula ideal en la slucidacidn de los mecanismos de virukencia Jde este
parasito. o bien, moléculag idéneas para aplicaciones terapéuticas, diagndsticas
o inmunoprofilicticas. Dentro de todos elios, dastacan los esfuerzos de los
doctores Tannich y Mirelman fuienes recientemente han (ntensificada aus
repartes en los cunales sugieren diversas mosculas como candidatos ideales
para los propésitoe mencionados antes (Tannich E. ot al. 1889; Tannich E.,
1998, Tannich E. et al, 1991, Mireiman D. et al, 1992; Lofter H. et al, 1992;
Bracha R. et al, 1995, Tannich E., 1992; Hamann L. et al, 1997, Mcshitch MS. el
al, 1997 & Alon RN. et al, 1997) No obatante, la mayaria de elins, temMinan
discutidos por un segundo reporte en el cual la miama malécula b alguna
parecida s encantrada en cultivos no virulentos ge £. histolytica ® inclugo an la
misma £. dispar.

Tal vez & principal cbstdculo 4 vencer ara enconirar l[a manera de seleccionar
molecularmente solo los mensajeros que se expresaran diferenciaimente en
unc de los dos esiados, én la especie E. histolytica. Obstaculo que de acuerds
a nuestras resuftados, ha side superado con la psirategia que hemos propuesto.
Con esta metodologia, serd posible akslar cada unos de los genes asociadas a
la viwulencia del parasite

Consideramos esta estralegia de mucha utilidad porque cada uno de los MRNA
que forman parte de eslas bibliotecas guardan demro de si, [a futura alucidacidn
del mecanismo patogénico multifactorsal amibiana.

Por o pronto, miciamos separando de ellos los que despiertan una respuesta

inmunalégica en el pacients al tamlzar tas bibliotecas oan las mezclas de sueros
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de pacientes en ambos estados. Al ejecutar este protocolo, pudimos encontrar
no s6io mMRNA aspecificoa de los estados virulento o no virulento, alne ademas

logramos subseleccionar de ahi a loa que posaen propiedades antigénicas para

el humano.

Mucho s8 ha sugerdo @ investigado acerca de la exmstencia de Enfamosba
dispar. Las evidencias aportadas hasta el momentp, sofo nos pemiten conclur
que la Uima palabra acerca de este tema no ha sido dicha,

Ademas del estudio molecular y 108 aprovechamlantos biotecnoldgicos que el
presente trabajo estan apertando, pretendermnos también paner un pilar mas en
la edificacion de evidencias sobre dicho debats; Pues aungque no hemos
trabajado con ial especie, nuestros rasultados pemniten sugerr gque E.
histalytica pudera ser 1@ Unica especie existente, o al menos que esta espece

per se puede infectar como comensal ¢ en forma invasiva,



CAPITULO ¥V

CONCLUSIONES

1.- Entamoeba histolytica presenta un aumeanto en la expresidn fenotipica de su
virulencia al inducir los cultivos donales mediante inoculacikdn experimental an

higado de Hamsiers.

2 - H aymento an a expresion fendtipica de la virulencia de £ fistolytica s@
observd al incrementarse la 1asa de enirofagocitosls, la actividad hempiltica y |1a

cilotoxicidad sohre cultivos de monocapas de céjulas MDCK.

3.- Este parasito tambin muestra gran cantidad de peolmorfismos en su

genoma a| inducir el estado virulento.

4 - Entamoebea histolytica expresa potenciadamente algunos transcritos en su

esiado virulento, en comparacidn con su estado no virulenio.

5.- Disefamos wuna estrategia de eseleccion de mMRNA expresados

diferencialimenie en estados vinulenlo ¥ no vinulenta par E. histolytica.
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B.- A part de una biblioleca sustractiva de cultivas virulentos de E. histohtica
tamizada con suercs de pacientea can absceso hepético amibiano, aislamos 17

clanas que codifican antigencs especificos.

7.- A partir de ma biblioteca susiractiva de cultivos no vwulentos de £
histolyfica tamizada con sueres de pacentes con amibiasis asimomatica,

aslamos 8 clonas que codifican antigenes especificos.



CAPiTULOWVI

PERSPECTIVAS

E| presente trabajo posee una afta probabilidad de ssr explotado no sélo desde
el punto de visia biotecnolbgica, sino que ademds sa pueden aprovechar los
conocimientos generados de el, en el drea de la investigackin basica lratando

de establecer o sugerir 108 mecanismos de pategeniciiad de E. histolydice.

El siguiente paso inmadiato serd secuenciar las clonas de sendas bibliolecas,
para determinar la naturaleza proteica de ellas y poder discuir mas a

prafundidad sobre su funcién bipldgica y las implicaciones de la misma en la

virulencia de| parasito.

Ademais, es nacesario probar méiodoa rapidos de purfficacion de las protelnas
recombinames a partir d¢ los cukivos bacterianos de las clonas aisladas para
probar especificamente lag proteinas expresadas sobre su utilidad diagnosiica;
Desarrollando metodologias adecuadas para la comecta instauracidn de su
sensibilidad y especificidad y el posible desarrollo de un astuche comercial gue

se adapie a las condiciones expuesias pol la OMS.

Finalmente, buscar enire 1odos los antigenos al candidato ¢ candidairs doneos
para empezar a probar 3u antigenicidad con miras al desarmmolio de una vacuna

efectiva coptra |a amibiasis.
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APENDICE 1

ORIGEN DE LOS REACTIVOS
Los reachivos ublizados se adquineran a 1as siguienies compafiias:
De Sigma Chemical Co. de 5\ Louis, Missourd, USA:
S0S, glucosa, seroabumina bovina, frisma base. Acido bdrico, extracto de
levadura, ftitén X-100, EDTA, fenol, IPTG, ampicilina, tetracicling,
estreptomicina, azul de bromofenol, xilencianol.
De Merck de Mexica:
NaCl, MgSQ,, DTT, Tripiona, MgCl;, MTT y PMS.
De Reactivos Monterrey:
NaOH, HCI, CaCl,, KzHFQ4, KH2PO., glucigeno y maltosa.
De Técnica Quimica do México:
KCL.
Ds J. T. Baker de Moxico:
Alcohdl etilico absoluto, alcohol soamilico, hidroclorure de ¢isteina, acido
asctrbico y citrato de amonio ferrico.
De Contrel Técnico y Representaciones tde México:
Clorafarmn a |seprapanal.
De Bethesda Reaearch Laboratories Inc. (Galthersburg, MD, USA)
Endonuclaasa de restriccidn Spe |, Taq DNA polimerasa, Trangchptasa reversa,
dNTP, iniciadores, T4 DNA ligasa, columnas Oligod(T), DEPC, Inhibidor de

rbonucleasa, hexameros al azar, TRIZOL, avidina y HRP.
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APENDICE 2

EQUIPO
El equipo utilizado en la fase experimental comprende un termociclador
MiniCycler™ de MJ Research, USA, una incubadoca GCA/Pracision Sciantific de
THELCQ, una centrifuga de marca Eppendorf (Hamburg Gemany) modelo
5402, asl como marca Sorvall Instruments, modelo RC-3B y marca DAMONAEC
modelo [EC B-20A; un horno de microondas manca Goldstar Co. Lid. (Seul,
Corea) modeto MA-897M, un leclor de microplacas (El& multivell reader, Sigma
Diagnoshce), una c¢amara de electroforesis y fuente de poder BicRad
{Richmond, CA. USA) madelo 2002 0, un agitador de tubos Maxi-Mix marca
Temmolyne (Bubugue. 10, USA), una placa sagitadora con conirol de
temperatura marca Coming (N.Y. USA) modelo PC320, un uRracongslador
marea Sa-dow (Cincinnal, OH. USA), yna campana de flujp laminar marca
Laboonco {Kansas City, M|, USA). También se uliizd una bascula digital marca
Sartonue (Gottingen, Germany) modelc 1206MP, un transiluminador ds luz UV
marca Fotodyne (New Benip, W1, USA) madelo Photo/Phoreasis |. un
espectrofatdmetra da luz UV marca Zeies (Zeiss, West Genrmany) modslo PMQ
3, una incubadara eon agitacién marca New Brunswick Schientifico (New
Brunswick, N.J. USA) modelo G-25 y una camara de electroforesis vertical,
fuente de poder BioRad (Richmond, CA. USA) modelo 4000/2.0, aparato para

hibridacitn marca Gibco BRL (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, U.SA ), una
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camara de eleciroforesis vertical y un secador de geles BIORAD Dual
temperature slab gel drysr, medalo 11258,

El analicis compiiacional se realizd en varos microcomputadares, incluyando
de Apple Computer, Inc. (Cupertina, CA. USA) una Macintosh Classie I, y PC
de ACER modelo AcervView 34e con procesador Pentium a 300 MHz Las
aplicaciones utihzadas como ayuda para la elaboracién de este trabajo fueron
las siquientes: Microsoffivord versitn 97 (® 1683-1997 Micrasoft Corporation),
Microsoft Powerfoint version 87 (© 1987-1997 Miciosoft Corporation), Adobe
Phrotodeluxe versidn 1.0 Limited Ediion 2.5.1 (@ 1985-1393 Adobe Systems
Incorporated) y ViewStation 458e Scan (© 1990-1991 UMAX Scarner Driver.
Impact Research Inc). Los programas tanto locales como tilizados via
INTERNET en un servidor remotn para anallzar secuancias de DNA de los
insertos y los oligonucledtidos, fueron Oligo, DNA Strider™ 1.1 (® Ch. Marck
and C.EA 1889 Service de Biochimie-Département de Biologie-lnstitut de
Recherche Fondamentale-=CEA-FRANCE), Findseq {Inteligenetics, Trieste, It),
Gene Algn (Inmeligenetics, Trieste, it.), Clustal W (Thompson, J.D.; Higgins,

D.G. 1954} Blast y Refrieve (National Center for Biotechnology Information).



APENDICE 3

PREPARACION DE SOLUCIONES Y MEDIOS OE CULTIVO

Amortiguador PBS-A
Se prepard con 4.5 mM Na:HPO,, 1.5 mM KHzPQ,, 147 mM NaCl 2.5 mM KCI,

pH 7 4, 320 moamolkyg.

Amortiguador TBE $X
Se disolvieron 54 g de inzma base y 37 mg de EDTA en 1 | de agua, se ajustd

el pH a 8.3 con HCI 1N

Amortiguador SSB
Se aforaron a 1 | de agua, 0.07 g de CaClk, 1 g de glucosa, 7.2 gde NaCl, 0.4 g
de KCI, 0.2 g de MgS0, y 0.12 g de Trizma base; Se ajusid 8 pH a B.0 con HCI

1N y su osmolaridad a 300 masm/kg con NaCl Sc esterilizé par filtracion.

Amortguador PBS
Se disolvieron 6.5 ¢ de NaCl, 2.8 g de K;HPO,, y 0.4 q de KH PO, en 1 | de
agua y se ajustd &l pH a 7.5 con NaOH 10N, se estsriizd en autoclave a 121°C

durante 15 min.
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Amortiguador SM
Se preparé disolviendo 5.6 g de NaCl, 2 g de MgS04.7H;0 y 50 ml de Tris-HCI

(pH 7.5) en 1 | de agua y se éstefilizé en autoclave.

Amortiguador TBST

Se prepard con Tns-HCI 20 mM pH 7.5 y NaCt 150 mM.

Amortiguador L 10X

Se prepard disolviendo los siguientes reactivos en agua quedando en las
concantraciones especificadas: 100 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM MgClz: v 10
mMDTT.

Medio de Cultive LB

Sa atoraron a 1 | con aqua 10 g de bactotriptong, 5 g de extracto de levadura y

10 g de NaCl. Se esterilizd por autoclave,

Medio de Cultive TYI-533

Se disclvieron en 600 ml de agua destilada en este orden 1 g de fosfato
dibasico de potasio, 0 6 g de fosfato monobasico de potasio, 2 g de NaCl, 20 g
de pepiona de caseina, 10 g de extracto de levadum, 10 g de glucasa, 1 g da
hidraclonuro de L-cisteina. 0.2 g de Acida ascérbico ¥ 1 ml de ciimato de amonio
fémco (22.8 mg/ml). Se aford a un yolumen fnal de 880 ml y se ajuslo el pH a

6.8 usando NaOH 1N. Se sstenlizd por autoclave por 15 minutos a 121°C.
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