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Proposito y Método del Estudio: Una caracteristica de la amibiasis es la destruccion de

tejidos en las zonas invadidas por los trofozoitos. Se ha propuesto que en este proceso interviene
un mecanismo citolitico en el que participan varias citolisinas, entre ellas, las fosfolipasas A,

(PLA,). Hasta la fecha no se cuenta con una evidencia que demuestre que las PLA, amibianas
son factores de virulencia. Una estrategia que podria aportar las pruebas directas sobre esta
hipdtesis consiste en aislar la secuencia que codifique para una hemolisina cuya actividad
dependa de PLA, amibiana e insertarla en el genoma de una clona de E. histolytica no virulenta,
con muy escasa actividad de PLA,; y observar si se incrementa significativamente la virulencia de
esta clona transformada. Este trabajo constituyé el primer paso de dicho enfoque. Los objetivos
fueron aislar e identificar clonas de una biblioteca de DNAc de E. histolytica , construida en
bacteriéfago 1 gt-11, que expresaran actividad hemolitica dependiente de PLA;, a pH 8.0 y en
presencia de Ca2+ 1 mM, elegir una de ellas y liberar dicha secuencia del vector, subclonarla,
secuenciarla y analizar la secuencia. El método de deteccién consistié en producir un césped
bacteriano infectado con los bacteriéfagos de la biblioteca en cajas de agar NZCYM y después de
incubacién, aplicar sobre la superficie del cultivo, una base de agar adicionado con yema de
huevo, CaCl, y rodamina 6G. Después de aislar las clonas que presentaron un halo de color
piirpura sobre fondo naranja (presencia de AGL) determinamos el tipo de fosfolipasa para la que
estaban codificando cada una de las clonas aisladas. Para ello usamos como sustrato L-1,2
dipalmitoil [2-palmitoill4C] fosfatidilcolina. Analizamos los productos de hidrdlisis mediante
cromatograffa en placa fina. Enseguida determinamos la actividad y relacién temporal de
hemolisis de cada una de las clonas con secuencias de PLA;. Como iiltimo paso liberamos el
inserto de dicha clona, el cual subclonamos en pBluescript SK+. El proceso de secuenciacion lo
llevamos a cabo bajo la técnica de secuenciacioén ciclica mediante PCR e hicimos el anélisis
correspondiente de dicha secuencia.
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Contribuciones y Conclusiones: ldentificamos tres clonas que expresan actividad de PLA, y una
clona que expresa actividad de PLA,. Encontramos que tanto la actividad como la relacién
temporal de hemolisis fueron caracteristicas para una de las clonas aisladas, la EhA12;
Determinamos la secuencia de nucleétidos de EhAl2, que consta de 610 pb incluyendo los
componentes del extremo poli(A). Con el presente trabajo, hemos descrito un método de
deteccién de clonas que expresan y/o inducen una actividad de fosfolipasas A, utilizando la
lecitina de la yema de huevo como sustrato de la enzima y la Rodamina 6G como indicador
fluorescente de la presencia de AGL. Determinamos que la clona EhA12 es una hemolisina con
una secuencia que tiene una similitud del 92% con el extremo 3” de la secuencia que codifica para
la apolipoproteina E de rata. Se sintetiza un péptido de 14.9 KDa el cual induce una actividad
hemolitica notable en los lisados de E. coli infectados por la clona EhA12. La secuencia del
inserto de la clona EhA12 estd presente en el genoma de E. histolytica y pudiera tener un
significado en la virulencia de este pardsito si el péptido es producido por las amibas y/o las
células blanco. Al término del trabajo global, nuestro grupo podrd determinar la importancia de
las PL.A, en el mecanismo patogénico de E. histolytica, y aprovechar estos conocimientos para un
posible desarrollo de una vacuna. Los lisados de E. coli infectada con la clona EhA12 mostraron
una actividad hemolitica dependiente de PLA, muy potente, lo cual podria tener importantes

implicaciones en la virulencia de E. histolytica.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION
1.1 LA AMIBIASIS
1.1.1 Un problema de salud piiblica

La amibiasis es un problema de salud puablica, principalmente en los paises en
desarrollo, (Walsh, J. A. 1988). Esta enfermedad es producida por el protozoario
parasito Entamoeba histolytica. Las formas clinicas mas frecuentes son la disenteria
clsica y el absceso hepético.

Se considera que existen en el mundo 500 millones de personas infectadas por E.
histolytica (Sepiilveda B., 1982) y que solamente una de cada 10 muestran sintomas de
la enfermedad (Walsh, J. A. 1988). Por otro lado, en México es considerado un
problema muy importante de salud piblica en algunos estados como Chiapas, Guerrero,

México, Jalisco, Oaxaca, Veracruz y el D. F. (Epidemiologia, 1997).

1.1.2 Ciclo biolégico de E. histolytica

Las formas biol6gicas representativas del ciclo vital de E. histolytica son:
trofozoito (formas invasivas y nutricionalmente activas), prequiste, quiste (formas
infectivas) y amibas metaquisticas.

Los trofozoitos se reproducen en la luz intestinal, donde pueden permanecer
como comensales o de ahi diseminarse a otros érganos, principalmente al higado.
Cuando existen condiciones favorables, los trofozoitos se diferencian a quistes, los
cuales salen del intestino a través de las heces fecales y si contaminan alimentos o agua
para consumo humano, infectan a un nuevo hospedador completando su ciclo
(Martinez-Palomo, A.; 1982).



1.1.3 Factores de virulencia amibianos

Uno de los temas de estudio mas relevantes de la amibiasis, es la identificacion y
caracterizacidn del o los factores involucrados en su patogenia.

La patogenia de la amibiasis es un mecanismo multifactorial. Los principales
factores de dicho mecanismo son: quimiotaxis, adhesién a c€lulas blanco, citdlisis por
contacto, fagocitosis y degradacion intracelular (Ravdin, J. 1.; Guerrant, R. L. 1982; Roa,
V. G.; Padma, M. C. 1971; Lépez- Revilla, R.; Cano Mancera, R. 1982; Eaton, R. D.;
Meerouitch, E. 1970; Joyce, M. P. 1988:). Nuestro grupo se ha enfocado al estudio de

los factores citoliticos.

1.2 MECANISMO CITOLITICO DE Entamoeba histolytica.

1.2.1 Factores involucrados en la citdlisis por E. histolytica

En el mecanismo citolitico de E. histolytica se han implicado la proteina
formadora de poros (Young, J. D.; Cobn, Z. A.1985), una citolisina dependiente del
potencial de oxido-reduccion (Castro-Garza, J.; Said-Ferndndez, S. 1992), tres
hemolisinas encontradas a pH 7.5 (Jansson, A.; Gillin, F. 1994), dos hemolisinas
membranales (Rosales Encina, J. L.; Schlie-Guzmaén, M. A. 1992) y una fosfolipasa A,
(PLA;), asociada a membrana, alcalina y dependiente de calcio (Long-Krug, S.A.;
Fisher, K. J. 1985 y Said-Ferndndez, S.; Lopez-Revilla, R. 1982). Excepto por las PLA,
y la proteina formadora de poros, alin no se conoce la naturaleza proteica y/o enzimatica

del resto de 1as citolisinas.



1.2.2 Aspectos moleculares de las citolisinas amibianas

Se conoce ya la secuencia de nucledtidos y de aminoédcidos de la proteina
formadora de poros. Ademds, las clonas hemoliticas descritas por Jansson y cols (1994)
se secuenciaron a nivel nucleotidico y se han traducido a aminodcidos. Por otro lado, Ias
hemolisinas membranales encontradas por Rosales Encina y cols tienen un peso
molecular de 23.5 y 25 kDa. Estas proteinas tienen un alto contenido de aminoécidos
hidrofébicos (36% y 50% respectivamente). De estas Gltimas se sugiere pudiesen estar

relacionadas con otros factores amibianos causantes de dafo tisular.

1.3 LAS FOSFOLIPASAS A,

1.3.1 Caracteristicas generales de las PLA,

Las PLA, son acil-hidrolasas (Lehninger, A. L. 1979 y Van Den Bosch, H.
1974), contienen numerosos puentes disulfuro (Dijkstra, W. B.; Drenth, J. 1978;
Hawthome, S. N.; Ansell, G. B. 1982 y Wells, M. A. 1974) y se encuentran en forma
soluble o asociadas a membrana. Entre las solubles se encuentran las PLA; de los
mamiferos y las componentes del veneno de algunos reptiles, insectos y ardcnidos. Las
PLA; asociadas a membranas se han encontrado en todas las células animales que han
sido estudiadas. Estas fosfolipasas estdn implicadas en la regulacién metabélica de las
células, en el recambio y digestion de fosfolipidos en las biomembranas (Shier, W. T.
1979; Van Den Bosch, H. 1974 y Van Den Bosch, H. 1980), y en la produccién de
dcidos grasos libres (AGL) a partir de los cuales las ciclooxigenasas sintetizan
prostaglandinas.

LLas PLA; funcionan a diferentes valores de pH. En términos generales, las PLA,
lisosomales dedicadas al metabolismo de fosfolipidos, funcionan en medios acidos,
mientras que las fosfolipasas de venenos animales lo hacen en medios alcalinos (Verheij,

H. M.; Slotboen, A. J. 1981).



1.3.2 Las PLA, como factores de virulencia

Las PLA; son enzimas lipoliticas que hidrolizan la posicién sn-2-fosfoglicérido,
liberando el 4cido graso de la posicién 2 y un monoacil-1-glicerofosfitido, en forma
equimolar (Hawthorne, S. N.; Ansell, G. B. 1982; Van Den Bosch, H. 1974 y Van Den
Bosch, H. 1980). Algunas de las funciones biol6gicas mas importantes de estas enzimas
son las siguientes: capacidad para digerir fosfolipidos en los fagosomas (Van Den
Bosch, H. 1974), neurotoxicidad y citotoxicidad en venenos de hongos, celenterados,
insectos, aracnidos y reptiles (Chang, J.; Musser, J. H. 1987) y participacién en procesos

inflamatorios (Vadas, P.; Wasi, S. 1981).

1.3.3 Las PLA,; de protozoarios

Las PLA, forman parte del mecanismo patogénico de varias especies de
protozoarios, como Trypanosoma cruzi (Opperdoes, F. R.; Van Roy, J. 1982) y
Toxoplasma gondii (Saffer, L. D.; Long-Krug, S. A. 1989).

Long-Krug y cols (Long-Krug, S. A.; Fisher, K. J. 1985) encontraron que los
trofozoitos de E. histolytica tienen en su superficie dos PLA,, cuya actividad depende de
calcio y que funcionan a pH diferente (una a pH de 3.5 y otra a pH de 7.5). Se ha
sugerido que la PLA» que funciona a pH de 7.5 es la responsable de la actividad
citolitica de los trofozoitos porque dicha actividad se inhibe cuando se impide el influjo
de calcio o cuando las amibas se preincuban con el inhibidor de Rosenthal, especifico
para fosfolipasas A. Estas conclusiones fueron confirmadas y ampliadas por Said-
Fernandez y cols. Estos mismos autores encontraron que la PLA; responsable de la
actividad citolitica es alcalina y se encuentra asociada a membrana (Said-Ferndndez, S.;
Lépez-Revilla, R. 1982).

Recientemente se encontraron ocho PLA; de E. histolytica en una fraccion
subcelular denominada P30 (que es producto de una sedimentacién obtenida después de

centrifugar a 30000 x g los extractos amibianos) cuyas propiedades cromatograficas



fueron determinadas (Vargas-Villarreal, J. 1991). Una de estas PLA; ha sido purificada a
homogeneidad. Esta enzima tiene un peso molecular aparente de 15 kDa y actda como
una citolisina directa. Es decir, no requiere de otros factores indirectos como AGL o
fosfolisoderivados para lisar células (Vargas-Villarreal, J. 1991) como sucede con la
mayoria de las fosfolipasas de venenos de reptiles e insectos (Verheij, H. M.; Slotboon,
A.J. 1981).

El patrén cromatogrifico de esta enzima se determind mediante
isoelectroenfoque y cromatografia de afinidad. La cromatografia de afinidad se realizé
con una columna disefiada especificamente con este propdsito, utilizando como ligando
el inhibidor de Rosenthal (Vargas-Villarreal, J. 1991). Esta PLA, tiene propiedades
idénticas a la actividad hemolitica en extractos libres de células (P30) de E. histolytica.
Dichas propiedades son las siguientes: (a) depende de calcio 1 mM; (b) su pH 6ptimo es
de 8.0 y (c) se inhibe con el inhibidor de Rosenthal y (d) estd asociada a membranas.
(Said-Ferndndez, S.; Ldpez-Revilla, R. 1982; Said-Ferndndez, S.; Ldopez-Revilla, R.
1983 y Said-Ferndndez, S.; Lopez-Reviila, R. 1988).

Las caracteristicas anteriormente mencionadas sugieren que las fosfolipasas A,
estan relacionadas al mecanismo patogénico de los trofozoitos de E. histolytica. (Vargas-
Villarreal, J. 1991).

1.3.4 Andlisis comparativo de las secuencias protéicas de las PLA

Por su secuencia de aminodcidos, las PLA; se clasifican en dos grupos: el grupo 1
comprende PLA; del jugo pancreético, y de serpientes de las familias Elapidae (cobras)
¢ Hydrophydae (serpientes marinas). El grupo II estd compuesto por PLA; de las
familias Crotalidae (serpientes de cascabel) y Viperidae (Heinrikson, R. L.; Krueger, E.
T. 1977). Recientemente han surgido evidencias de la existencia de un tercer gurpo de
PLA,, formado por las PLA; del veneno de abeja y del monstruo de Gila mexicano

Heloderma horridum horridum (Sosa, B. P.; Alagon A. C. 1986).



Verheij y cols compararon las secuencias de 34 fosfolipasas de diferentes fuentes
pertenecientes a los grupos 1 y II, y encontraron que 32 residuos de aminodcidos estdn
completamente conservados. Ademds, otros 29 residuos usualmente estdn sustituidos por
aminodcidos con tamafio, carga e hidrofobicidad similares (Verheij, H. M.; Slotboon, A.
J. 1981). Estos resultados sugieren que existe cierta conservacién de la estructura de las
PLA,.

Sin embargo, las secuencias de fosfolipasas de protozoarios no han sido
reportadas hasta la fecha. Estos estudios se han limitado a enzimas de organismos

eucariontes superiores.

1.4 LA TECNOLOGIA DEL DNA RECOMBINANTE

1.4.1 Clonacion molecular

La revolucion en las ciencias bioldgicas ha estado dirigida principalmente al
desarrollo de la tecnologia del DNA recombinante, que es una herramienta itil para
obtener nuevas secuencias de interés. Esta tecnologia ha aportado métodos que permiten
definir ciertos aspectos de mecanismos y estructuras moleculares, responsables de
procesos tan complejos como la divisién, crecimiento celular, metabolismo,
diferenciacién y desarrollo. Ademds han permitido manipular moléculas esenciales para
dichos procesos y observar los cambios en sistemas vivos a los que se ha incorporado las
moléculas alteradas.

La clonacién molecular se considera una rama muy importante de dicha
tecnologia y consiste en la introduccién de un fragmento de DNA especifico dentro de
un vector, €l cual es introducido en un organismo hospedador para obtener poblaciones
en masa de una sola secuencia de interés con el objeto de manipularla y realizar estudios

especificos directamente relacionados a dicha molécula.



1.4.2 Bibliotecas de DNAc¢

Una biblioteca de DNAC, consiste en una coleccién de secuencias de DNAc que
representan la mayoria de los RNA mensajeros (RNAm), los cuales a su vez,
corresponden a genes que se expresan en el tipo celular del que se extrajeron los
mensajeros. Las secuencias de DNAc se insertan en diversos vehiculos moleculares,
principalmente bacteriéfagos (como A), plasmidos, c6smidos, cromosomas artificiales de
levaduras (YAQ), etc.

Las bibliotecas de DNAc se construyen a partir de RNAm total, el cual debe ser
de buena calidad. Este material se incuba con una enzima transcriptasa reversa, que en
presencia de los substratos adecuados y bajo condiciones favorables sintetiza DNAc de
una cadena. La cadena de RNA original se elimina con una enzima RNAsa y la segunda
cadena de DNACc se sintetiza usando como molde la primera cadena. Para su sintesis son
necesarios oligonucledtidos (como iniciadores) apareados en sitios al azar a la primera
cadena de DNA. Entonces, la DNA polimerasa I de E. coli actia produciendo la segunda
cadena de DNACc y finalmente, se unen intramolecularmente los fragmentos producidos

de la segunda cadena por accién de una ligasa (Sambrook, J.; Fritsch, E. F. 1989).

1.4.3 Caracteristicas generales del bacteriofago A

El genoma del bacteri6fago A es una doble hélice de DNA de aproximadamente
50 kb. Tiene extremos cohesivos y complementarios de 12 nucleétidos.

Después de que el genoma entra a la bacteria hospedadora, los extremos
cohesivos se asocian por apareamiento para formar una molécula circular con 2 muescas
(nicks) inestables, separadas por 12 nucledtidos. Estos nick’s son sellados rdpidamente
por la DNA ligasa del hospedador para dar una molécula de DNA circular cerrada que
sirve como molde para la transcripcion durante la fase temprana de la infeccién.

En la lisis de la célula hospedadora y la liberacién del bacteridfago, juega un

papel determinante la proteina S viral.



Las mutaciones en el gen S inhiben o retardan la lisis permitiendo que el
ensamblaje de particulas de la progenie contintie por un extenso periodo de tiempo. Las
particulas intracelulares acumuladas pueden liberarse tratando los cultivos con
cloroformo, al provocar la lisis de la célula infectada. La mayoria de los vectores de uso
comiun llevan mutacién S porque permiten una alta produccién de particulas fagicas

(Sambrook, J.; Fritsch, E. F. 1989)

1.4.4 El bacteriéfago A gt-11 como vector de clonacién

El bacteriéfago A gt-11 es un vector de clonacién de doble cadena lineal de 43.7
kb con un brazo izquierdo de 19.5 kb y un brazo derecho de 24.2 kb, disefiado
exclusivamente para clonacién de secuencias con sitios de restriccion para la enzima
EcoRTI hacia sus extremos (Ver figura 2). El dnico sitio Eco Rl en el fago A gt-11 usado
para insertar DNA externo estd localizado cercano al extremo 5° del gen lacZ, por esta
razdn, estd disefiado para permitir la expresion de DNAc como una proteina de fusién
con la B -Galactosidasa (-gal).

Bibliotecas recombinantes generadas de A gt-11 pueden ser tamizadas con
anticuerpos o sondas, ya que los anticuerpos pueden detectar la proteina de fusién
expresada por el bacteriéfago recombinante.

El fundamento de la identificacion de clonas como proteinas de fusién a la B-
Galactosidasa, se explica de la siguiente forma: La sintesis de la [3-gal estd inhibida por
unién del represor al gen operador. Cuando la fuente de carbono es el glicerol
(condiciones normales) el gen lac I (represor de la B-gal) se transcribe y es sintetizado €l
represor. Entonces las unidades de represor se unen al gen operador bloqueando Ja
transcripcién del gen lacZ. En cambio, cuando la fuente de carbono es la lactosa, una
vez que éste azicar es transportado al interior de la célula, se une a las moléculas del
represor liberando al operador y permitiendo la sintesis de la B-Galactosidasa, de tal
forma que dicha enzima hidroliza a la lactosa en glucosa y galactosa (Ver figura 1). Por
otro lado, el IPTG es un andlogo no metiabolizable de la lactosa de manera que actia

como un inductor gratuito y permite la sintesis de B-gal o de la B-gal-proteina de fusién



recombinante Finalmente, se utiliza el X-gal como indicador de clonas recombinantes ya
que se trata de un sustrato cromogenico para la 3-Gal, de tal forma que una proteina de
fusion a la §-Gal interrumpe la sintesis de esta enzima y dicho proceso produce colonias
bacterianas biancas en un cultivo en caja, mientras que la sintesis correcta de la B-Gal
portada ¢n un vector no recombinante producira una proteina activa, que al actuar sobre
¢l X-gal permitira observar colonias bacterianas de color azul

La cepa Y1090 de E. cofi es el hospedador recomendado al utilizar este vehiculo

de clonacion

REPRESION DE (A B-GALACTOSIDASA
Gen regidedor Promotory Operador ~ Gen estruchiral de ta A Gdactogrdasa
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gen operadar (0) € rpede

RNAM o | a trapscrpcte do gen de
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+ - +> RNAmde la
# AMAmge t p-Galactosxiasa

A—O o \

BOUCTOR  COMAER

BOUCTORREPRESOR NO SE UNE AL OPERADOR ]
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Figura I. Regulacion de la expresion de la B-Galactosidasa
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Figura 2. Mapa de restriccion del bacteriéfago A gt-11
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1.4.5 Identificacién de clonas de DNAc

Existen tres métodos principales para identificar clonas en bibliotecas de DNAc:
1) Hibridacién de 4cidos nucleicos
2) Deteccion inmunolégica de antigenos especificos
3) Retencion especifica de mRNA por hibridacion con plasmidos recombinantes
candidatos e identificacion del producto sintetizado después de traducido.

L.a mayoria de los proyectos de clonacidn han estado enfocados al aislamiento de
secuencias de DNAc correspondientes a mensajeros poco comunes o escasos. Para ello
se han utilizado con mayor frecuencia dos tipos de reactivos: anticuerpos y/o sondas
moleculares.

Las sondas moleculares son empleadas por los investigadores debido a que
pueden usarse bajo condiciones de hibridacién mas o menos estrictas (stringency), que
minimizan el riesgo de reacciones cruzadas indeseables y ademas no dependen de la
conservacion de la fase de lectura.

La hibridacién de 4cidos nucleicos es un método confiable y muy usado para la
clenacion molecular, usando bancos de datos como fuente para el disefio de sondas
(Sambrook, I.; Fritsch, E. F. 1989). Sin embargo, la identificacién de clonas portadoras
de secuencias que codifican para proteinas que matan o lisan a las células, como las
hemolisinas se pueden tamizar directamente en las placas de agar sangre (Jansson, A.;

Gillin, F. 1994 y Rosales Encina, J. L.; Schlie-Guziméan, M. A. 1992).
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1.5 IMPORTANCIA Y ORIGINALIDAD DEL TRABAJO

Se ha propuesto que la virulencia de E. histolytica es multifactorial y que las
PLA,; alcalinas juegan un papel fundamental en la citélisis cuyo objetivo principal es la
destruccién de tejidos (Long-Krug, S. A.; Ravdin, J. L. 1988 y Said-Ferndndez, S.;
Lopez-Revilla, R. 1988). Sin embargo alin no se dispone de evidencias directas que
apoyen dicha suposicién. Una estrategia para poner a prueba esta hipdtesis consiste en
clonar la secuencia de una hemolisina dependiente de actividad de PLA; alcalina y
después transformar con el inserto recombinante una clona no patégena de E. histolytica
con baja actividad de PLA; y nula capacidad para producir abscesos hepdticos en
hamsters infectados experimentalmente, para luego investigar si la clona transformada es
capaz de producir abscesos hepaticos en hamsters inoculados experimentalmente. Esto
darfa una evidencia directa de que la actividad de PLA; es un factor de virulencia de E.
histolytica. Por otro lado, al término del trabajo global, nuestro grupo podrd dar un poco
mas de luz al mecanismo de patogénesis de la amibiasis y establecer las bases para
aliernativas futuras en el tratamiento de la amibiasis. Este trabajo constituye la primera

parte de dicha estrategia.
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1.6 HIPOTESIS

"Es posible aislar y caracterizar una clona que expresa actividad hemolitica dependiente
de fosfolipasa A, amibiana a partir de una biblioteca de DNAc de Entamoeba

histolytica”
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1.7 OBJETIVOS

1.7.1 OBJETIVO GENERAL

A partir de una biblioteca de DNAc de Entamoeba histolytica construida en fago A
gt-11, identificar y aislar una clona con un inserto que codifique para una hemolisina

dependiente de fosfolipasa A,.
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1.7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Titular la biblioteca de DNAc de E. histolytica construida en bacteriéfago A gt-11.

2.- Amplificar dicha biblioteca.

3.- Disefiar un método para identificar clonas que muestren actividad significativa de
PLA.

4.- Identificar las clonas portadoras de inserto que codifiquen para una hemolisina

dependiente de actividad de fosfolipasa A.

5.- Clasificar la fosfolipasa A de la cual depende la citolisina que expresa el inserto.

6.- Conocer la relacién temporal y la influencia de la dosis en la actividad hemolitica

dependiente de PLA» codificada por el inserto de DNAc en las clonas seleccionadas.

7.- Extraer, purificar, subclonar y secuenciar el DNAc de la clona que muestre la mayor

actividad hemolitica dependiente de PLA,;.

8.- Analizar la secuencia de la hemolisina dependiente de PLA,.

15



CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

2.1 ORIGEN DE LOS REACTIVOS

Los reactivos utilizados se adquirieron a las siguientes compafiias:

De Sigma Chemical Co. de St. Louis, Missouri, US:

SDS, glucosa, SAB (fraccién V), reactivo de Folin-Ciocalteau, Trizma base, Trizma-
HCl, polietilenglicol, fosfolipasa A, de veneno de abeja, dcido bérico, extracto de
levadura, NZ amina, rodamina 6G, Tritébn X-100, EDTA, Fenol, X-gal, IPTG,
ampicilina, tetraciclina, polivinilpirrolidona, formamida, f-mercaptoetanol, azul de
bromofenol, glicina y TEMED.

De Merck de Alemania:

2,5 difeniloxazole (PPO)

De Merck de México:

NaCl, sulfato de magnesio y tolueno.

De Reactivos Monterrey:

NaOH, HCI, cloruro de calcio, fosfato monobédsico y dibasico de potasio, édcido
tricloroacético y acetato de potasio.

De Técnica Quimica de México:

Cloruro de potasio.

De J. T. Baker de México:

Bicarbonato de sodio, alcohol etilico absoluto, sulfato de cobre, dcido acético, acido
nitrico, formaldehido y alcohol isoamilico.

De Control Técnico y Representaciones de México:

Tartrato de sodio y potasio, cloroformo, K,Cr,04, AgNO3 y metanol.
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De Amersham LIFE SCIENCE de Inglaterra:

L-1-dipalmitoil-[palmitoil-1-  C)-fosfatidilcolina, o P-dATPy o P-dATP

De Roche Molecular Systems, Inc, de Branchburg, New Jersey, U.S.A.:

Kit de secuenciacién AmpliCycle™ PERKIN ELMER vy reactivo para extraccién de
DNA Chelex®,

De Bio-Rad, Richmond, CA:

Acrilamida, persulfato de amonio y N,N-metilenbisacrilamida.

De ICN, Costa Mesa, CA:

Urea ultrapura.

Las endonucleasas de restriccidn, la tag DNA polimerasa, proteinasa K, DNAsa,
RNAsa y ligasa fueron adquiridas a Bethesda Research Laboratories Inc. (Gibco-
BRL, Gaithersburg, MD, U.S.A.) y a New England Biolabs (NEB, Beverly, MA
U.S.A.). Para las digestiones enzimdticas realizadas, ligaciones y reacciones de
secuenciacion, se utilizaron los amortiguadores y las recomendaciones senaladas por las

respectivas casas comerciales.

2.2 MATERIAL BIOLOGICO

2.2.1 Biblioteca de DNAc

Utilizamos una biblioteca donada por la Dra. Isaura Meza del Centro de
Investigaciones y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, que fue
construida en el bacteriéfago A gt-11 con los DNAc sintetizados a partir de RNAm de
Entamoeba histolytica cepa HM1-IMSS cultivada en medio TYI, (Edman U., Meza 1.,
Agabian N. 1987).



2.2.2 Cepa hospedadora de la biblioteca

El hospedador recomendado para el bacteri6fago en el que se construydé la
biblioteca es la cepa Y1090 de Escherichia coli, y fue la que utilizamos para titulacién,
propagacion y tamizaje de la misma. Esta cepa fue obtenida de American Type Culture
Collection y mantenida en la Unidad de Laboratorios de Ingenieria y Expresién
Genéticas del Depto. de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn.

2.2.3 Vector de subclonacion

Una vez liberado el fragmento de interés, utilizamos pBluescript IT SK+ para

subclonarlo. Dicho vector tiene el mismo origen que la cepa mencionada anteriormente.

2.2.4 Cepa utilizada para subclonacién

Utilizamos la cepa XL-1 Blue de Escherichia coli donada por la Unidad de

Laboratorios de Ingenieria y Expresiones Genéticas de la Fac. de Medicina de la UANL.
2.2.5 Globulos rojos de rata
Preparamos una suspension de glébulos rojos de rata Sprague Dawley. Dichas

ratas se obtuvieron del bioterio del Centro de Investigacién Biomédica del Noresie del

Instituto Mexicano del Seguro Social.

2.3 EQUIPO

El equipo utilizado en la fase experimental comprende un termociclador

MiniCycler'™ de MJ Research, USA, una incubadora GCA/Precision Scientific de
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THELCO, una campana de acrilico para sembrar, un desionizador Sybron/Barstead Co.
Div. de Sybron Corporation, (Boston, MA, USA) centrifugas de diversos tipos y
tamafios marcas Eppendorf (Hamburg Germany) modelos 5402, 5403 y 5415, asi como
marca Sorvall Instruments, modelo RC-3B y marca DAMON/IEC modelo IEC B-20A;
un horno de microondas marca Goldstar Co. Ltd. (Seiil, Corea) modelo MA-857M, una
cdmara de electroforesis y fuente de poder BioRad (Richmond, CA. USA) modelo
200/2.0, un agitador de tubos Maxi-Mix marca Termolyne (Bubuque. 10., USA), una
placa agitadora con control de temperatura marca Corning (N.Y. USA) modelo PC320,
un ultracongelador marca So-Low (Cincinnati, OH. USA), una campana de flujo laminar
marca Labconco (Kansas City, M1, USA). También se utilizé una bdscula digital marca
Sartorius (Gottingen, Germany) modelo 1206MP, un evaporador-concentrador marca
Labconco (Kansas, MI, USA) modelo 78100-00, un transiluminador de luz UV marca
Fotodyne (New Berlin, W1, USA) modelo Photo//Phoressis I, un contador de centelleo
liquido (Beckman Instrument Inc. modelo LS 9,800 Irvine. California, EUA), un
espectrofotémetro de luz UV marca Zeiss (Zeiss, West Germany) modelo PMQ 3, una
incubadora con agitacion marca New Brunswick Schientifico (New Brunswick, N.J.
USA) modelo G-25 y una cdmara de electroforesis vertical, fuente de poder BioRad
(Richmond, CA. USA) modelo 4000/2.0, aparato para hibridacién marca Gibco BRL
(Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, U.S.A ) modelo Hybri-dot 96-well filtration manifold,
una camara de electroforesis vertical y un secador de geles BIO-RAD Dual temperature
slab gel dryer, modelo 1125B.

El andlisis computacional se realiz6 en varios microcomputadores, incluyendo de
Apple Computer, Inc. (Cupertino, CA. USA) una Macintosh Classic II, Macintosh LCII,
Power Macintosch 6100/66 con modem marca Global Village A801 y PC de ACER
modelo Acermate 433.

Las aplicaciones utilizadas como ayuda para la elaboracién de este trabajo fueron
las siguientes: MicrosoftWord version 6.0 (© 1987-1992 Microsoft Corporation),
Microsoft PowerPoint version 3.5 (© 1987-1992 Microsoft Corporation), Adobe
Photoshop Limited Edition 2.5.1 (© 1989-1993 Adobe Systems Incorporated) y UMAX
Scan (© 1990-1991 UMAX Scanner Driver, Impact Research Inc.). Los programas tanto

locales como utilizados via INTERNET en un servidor remoto para analizar y comparar
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secuencias de DNA y de aminodcidos del inserto seleccionado por nosotros con las
secuencias de PLA, y otras proteinas, fueron DNA Strider™ 1.1 (© Ch. Marck and
C.E.A. 1989 Service de Biochimie-Département de Biologie-Institut de Recherche
Fondamentale-CEA-FRANCE), Findseq (Inteligenetics, Trieste, It.), Gene Align
(Inteligenetics, Trieste, It.), Clustal W (Thompson, J.D.; Higgins, D.G. 1994), Blast y

Retrieve (National Center for Biotechnology Information).

2.4 COMPOSICION Y PREPARACION DE SOLUCIONES

Se utiliz6 agua bidestilada y desionizada en la preparacion de todas las

soluciones.

2.4.1 Amortiguador PBS:
Se disuelven 6.5 g de NaCl, 2.8 g de K,HPO, y 0.4 g de KH,PO, en 11de aguay

se ajusta el pH a 7.5 con NaOH 10 A, se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 miin.

2.4.2 Amortiguador SSB:
Se afora a 11 de agua, 0.07 g de CaCly, 1.00 g de Giucosa, 7.2 g de NaCl, 0.4 g

de KCl, 0.2 g de MgSO, y 0.12 g de Trizma base; se ajusta su pH a 8.0 con HC] 1N y su
osmolaridad a 300+10 mOsm/kg con NaCl. En este caso en particular, se esteriliza por
filtracién con filtros de 0.22 pm de didmetro de poro (Millipore Corporation, Bedford

Ma01730) y las alicuotas se almacenan a -20°C.

2.4.3 Solucion de Alsever:
Para este reactivo se mezclan 5.37 g de citrato trisédico, 1.87 g de dcido citrico-

H20, 5.36 g de glucosa y 5.27 g de NaCl para 100 mi de reaccion en agua, esterilizando

por filtracién a través de filtros de 0.22 pm de poro y almacenando a -20°C.

20



2.4.4 Soluciones para detectar actividad de PLA:

2.4.4.1 Preparacion de Ja solucion de yema de huevo:

Se lava la superficie de un huevo de gallina fresco con SDS al 1% y se extrae la
yema en condiciones de asepsia. Se coloca la yema en un tubo estéril de 50 ml. Se
mezclan 12 ml de la yema de huevo fresco con 36 ml de NaCl al 0.85% estéril. Se pone
la mezcla en un tubo cénico graduado para centrifuga de 50 ml de capacidad. Se
centrifuga a 300 x g. Se separa el sobrenadante y se desecha el sedimento. Se toma una
alicuota de 10 ml de la yema de huevo recién preparada para realizar los primeros

experimentos y el resto se almacena a -20°C.

2.4.4.2 Agar YH-R6G:
Reactivo 1: yema de huevo. Se prepara como ya se describié antes.
Reactrivo 2:  Se mezclan 15 g de agar en 500 ml de trizma-HCl 100mM, pH 8.0, y 400
ml de una solucién de rodamina 6G al 1% en agua desionizada. Se calienta en una olla
de presion hasta que se alcanzan 15 1b/pulg2 y dejamos enfriar hasta 50°C.
Reactivo 3. Se disuelven 111 mg de CaCl, en 100 ml de agua para obtener una solucion
10 mM.
Se mezcla lo siguiente: 52 ml de Reactivo 1.

458 ml de Reactivo 2.

5 ml de Reactivo 3.

Se vierten 15 ml de la mezcla en cajas de petri estériles.
Testigo Negativo: SAB (10 ml) 1 mg/ml de SAB al 0.1% en NaCl al 0.85% y se guarda

a4°C,
Testigo positivo: 10 pl de fosfolipasa de veneno de abeja (100 mU/10 pl).
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2.4.5 Mezcla para parar la reaccioén de actividad fosfolipasica en el radioensayo por
el método de Opperdoes:

Se mezclan 18 mg de un digerido de fosfolipidos (3 mg de ovolecitina mas 300
mU de PLA; de veneno de abeja incubadas por 30 min a 37°C se ajusta la concentracién
de los productos de hidrélisis y del substrato no hidrolizado a 10 mg/ml (por peso seco)
con 1 mg de fosfatidilcolina (FC) de yema de huevo y 1 mg de lisofoafatidilcolina
(LFC). Se evapora a sequedad con una corriente de nitrégeno y se redisuelve el
material seco en 1 ml de TCA en butanol al 5%, se almacena en alicuotas de 1 ml a -
20°C.

2.4.6 Preparacion de la solucién de globulos rojos al 3%:

Se toman 2 ml dec sangre de una rata de 3 meses de edad, de la cepa Sprague
Dawley, y se agregan a 2 ml de solucién de Alsever, se centrifuga la mezcla a 600 x g
por 10 min a 4°C, se lava 2 veces con SSB vy se centrifuga en cada lavado. Después de
cada centrifugacién se elimina por aspiracion el sobrenadante y la interfase blanca
(leucocitos) que se forma sobre el botén de los eritrocitos. Se  suspenden 90 pl del
paquete de eritrocitos con 2.91 ml de SSB. La suspensién se almacena a 4°C hasta por 5

dias.

2.4.7 Preparacion de soluciones para determinacion de proteinas por el método de

Lowry.

2.4.7.1 Reactivo A:
Se mezclan 0.5 ml de tartrato de sodio y potasio al 2 % mas 0.5 ml de sulfato de
cobre al 1% y 49 ml de carbonato de sodio en NaOH 0.1N. Se prepara al momento de

utilizarse y el sobrante se desecha.
2.4.7.2 Reactivo B:

Se mezclan 2.5 ml de reaciivo de Folin-Ciocalteau con 2.5 ml de HCl 1 N. Se

utiliza al momento de prepararse y el resto se desecha.

22



248 1PTG:
Se disuelven 2 g de IPTG en 8 ml de agna. Se ajusta el volumen de la solucién a
10 ml con agua y se esteriliza por filtracién con membranas desechables de 0.22 um de

didmetro de poro. Se almacena en alicuotas de 1 ml, a -20°C

2.4.9 X-gal:
Se disuelven 20 mg en 1 ml de dimetilformamida, en tubos de vidrio o
polipropileno y se protege de la oxidacidn catalizada por la luz con papel aluminio. Se

almacena a -20°C.

2.4.10 Amortiguador SM:

SM es un amortiguador de almacenamiento y dilucién de bacteriéfagos A. Este se
prepara disolviendo 5.8 g de NaCl, 2 g de MgSO,-7H,O y 50 ml de tris-HCI (pH 7.5) en
1 1 de agua, se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 min. Se deja enfriar la solucién

y se divide en alicuotas de 50 ml en contenedores estériles hasta su uso.

2.4.11 Amortiguador TE:

Se disuelven 1.2 g de frizma-base y 37 mg de EDTA en 1 1 de agua, se ajusta el
pH a 8.3 con HCI 1N.

2.4.12 Amortiguador TBE 5X:
Se disuelven 54 g de trizma-base, 27.5 g de dcido bérico y 20 ml de EDTA 0.5
M (pH 8.0) en 1 | de agua.

2.4.13 Ampicilina:

Se disuelven 50 mg en 1 ml de agua, se esteriliza por filtracién. La solucién se

almacena a -20°C hasta su nso.
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2.4.14 Tetraciclina:
Se disuelven 5 mg en 1 ml de etanol y se almacena a -20°C. Los iones magnesio
son antagonistas de la tetraciclina, por lo que se recomienda utilizarla sélo en medios de

cultivo libres de magnesio.

2.4.15 Soluciones para la obtencion de DNA plasmidico por el método de lisis

alcalina, a partir de cultivo bacteriano (miniprep).

2.4.15.1 Solucién I:

La solucidn I se prepara disolviendo 901 mg de glucosa mas 303 mg de Trizma
base y 372 mg de 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) en 90 ml de agua. Se ajusta el
pH a 8.0 con HCl y se afora a 100 ml conteniéndolos en recipientes esterilizados en

autoclave a 121°C durante 15 min. La solucién se almacena a 4°C.

2.4.15.2 Solucion 1I:

La solucién II se prepara de acuerdo al nimero de minipreparaciones (miniptep)
que se realizardn. Se usa inmediatamente después de preparada. Generalmente se
elaboran de 5 a 10 ml de la solucién II. Para 10 ml se afiaden 200 pl de NaOH 10 N a 8
ml de agua, se agita bien para disolver, se agrega 1 ml de SDS al 10% y se afora a 10 ml.
La solucién obtenida es de 0.2 N de NaOH y 1% de SDS. Se almacena a temperatura

ambiente.

2.4.15.3 Solucion I11:
Para preparar la solucién III se mezclan 60 ml de acetato de potasio 5 M, 11.5 ml

de 4cido acético glacial y 28.5 ml de agua. La solucién se almacena a 4°C.,
2.4.16 SEVAG:

Para preparar 1 1 de esta solucién se agregan 40 ml de alcohol 1soamilico a 960

ml de cloroformo.
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2.4.17 Soluciones para la electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantres (SDS-PAGE)

2.4.17.1 Amortiguador concentrador:
Se mezclan 47.4 g de Tris-HCI en 90 ml de agua; se ajusta el pH de 8.7 a 8.9 y se
afora a 100 ml.

2.4.17.2 Amortiguador separador:
Se mezclan 7.9 g de Tris-HCI en 90 ml de agua; se ajusta el pHde 6.7a26.9 y se
afora a 100 ml.

2.4.17.3 Amortiguador de muestras 2X:
Se mezclan en 30 ml de agua 0.45 g de Trizma-Base, 1.2 g de SDS, 6 ml de
glicerol, 0.06 g de azul de bromofenol y 3 ml de B-mercaptoetanol.

2.4.17.4 Bufer de camara 10X:
Se agregan a 900 ml] de agua 144.1 g de glicina, 30.3 g de Tris-HCl y 10 g de
SDS; se ajustael pH a 8.3 y se afora a 1000 ml.

2.4.17.5 Solucion de Acrilamida/Bisacrilamida:
Se disuelven 29 g de Acrilamida y 1 g de N,N-metilenbisacrilamida en 100 ml de

agua.

2.4.17.6 Solucion de persulfato de amonio al 1.5%:

Se disuelven 30 mg de persulfato de amonio en 2 ml de agua.

2.4.17.7 Gel separador:

Se disuelven 6 ml de la solucién de acrilamida/bis, 2.8 ml de amortiguador de
separacidn, 225 pl de SDS 10X, 12.34 ml de agua, 1.125 ml de persulfato de amonio y
11.25 pl de N,N,N°,N” Tetrametiletilendiamina (TEMED).
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2.4.17.8 Gel concentrador:

Se disuelven 1.25 ml de la solucién de acrilamida/bis, 2.5 ml de amortiguador
concentrador, 100 pl de SDS 10X, 5.65 ml de agua, 500 pl de persulfato de amonio y
7.5 ul de TEMED.

2.4.18 Soluciones para hibridacién tipo Dot-blot:

2.4.18.1 Solucién SSC 20X:
Se disuelven 175.3 g de NaCl y 88.2 g de Citrato de sodio en 800 ml de agua y se
ajusta el pH a 7.0 con NaOH 10N. Se afora a 11 y se esteriliza en autoclave a 121°C

durante 15 min.

2.4.18.2 Solucién SSPE 20X:
Se disuelven 175.3 g de NaCl, 27.6 g de NaH,PO4-H,0 y 7.4 g de EDTA en 800
ml de agua. Se ajusta el pH a 7.4 con NaOH 10 N y se afora a 1 1. Se esteriliza en

autoclave a 121°C durante 15 min.

2.4.18.3 Solucién de Denhardt:
Para preparar una solucion 50X se mezclan 5 g de Ficoll mas 5 g de

polivinilpirrolidona, y 5 g de SAB (fracc. V), se disuelven en 500 ml de agua.

2.4.18.4 Solucién de prehibridacion:
Para preparar 50 ml de esta solucién se mezclan 25 ml de formamida, 12.5 ml de

solucién SSPE 20 X, 2 ml de solucién de Denhardt 50X, 0.5 ml de SDS 10X y 10 ml de

agua.
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2.5 COMPOSICION Y PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

2.5.1 NZCYM:
Se disuelven 10 g de NZ- Amina, 5 g de NaCl, 5 g de extracto de levadura, 1 g
de casaminodcidos, 2 g de MgSO4 y 2 g de maltosa en 1 1 de agua, ajustando el pH a

7.5, y esterilizando con autoclave a 121°C durante 15 min.

2.5.2 NZCYM en agar suave:
El medio de cultivo con agar fundido a 60°C para aplicar sobre las cajas de petri
con medio sélido; se prepara con la misma formulacién de componentes del NZCYM

(Ver 2.5.1), mas 7.5 g de agar por cada litro de medio.

2.53 NZCYM en agar base:

Este medio se utiliz0 como base en las cajas de petri para sembrar el césped
bacteriano, utilizando 15 g de agar por cada litro de medio preparade bajo la misma
formulacién del medio liquido NZCYM.

2.54LB:
Siguiendo el mismo procedimiento de preparacién y esterilizacién que los
medios anteriores, éste consta de los siguientes componentes: 10 g de bacto-triptona, 5 g

de extracto de levadura y 10 g de NaCl.

Todas las soluciones relacionadas con ensayos de biologia molecular fueron
preparadas como recomienda el manual de clonacién molecular de Sambrook y cols.
(Sambrook, 1.; Fritsch, E. F. 1989)
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2.6 METODOS

2.6.1 Estrategia general

Realizamos un tamizaje en la biblioteca de DNAc de E. histolytica, construida
en bacteriéfago A gt-11 (Edman, U.; Meza, 1.; Agabian, N. 1987) para identificar y aislar
las clonas portadoras de secuencias que codifican para la sintesis de PLA y que expresan
una protefna enzimiticamente activa, en las condiciones siguientes: pH = 8.0 y CaCl,
1 mM, (condiciones de actividad mdxima de las PLA; encontradas en la fraccién P30).
Para o anterior sembramos directamente la cepa bacieriana previamente infectada con
bacteri6fagos de la biblioteca de DNAc de E. histolytica, para obtener el césped
bacteriano y las unidades formadoras de placa (UFP) sobre cajas de agar NZCYM. Una
vez que se formaron los halos de lisis, pusimos en contacto con los cultivos una capa de
2 mm de espesor de agar-YH-R6G el cual contiene yema de huevo y rodamina 6G.
Disefiamos éste método considerando que la lecitina de la yema de huevo es un sustrato
natural de las PLA y la rodamina 6G es un indicador fluorescente de la presencia de
4cidos grasos libres. Estos dltimos son uno de los productos de hidrolisis de las PLA,. El
otro producto son los lisoderivados. Tanto el medio de cultivo para el césped bacteriano
como la base de agar-YH-R6G las trabajamos en presencia de CaCl, 1mM y pH = 8.0.
Utilizamos SAB como testigo negativo y como testigo positivo PLA; de veneno de abeja
(Ver figura 3). Una vez obtenidas las clonas que dieron resultados positivos, reclonamos
tres veces. Cada clona se propagé en bacterias suspendidas en medio liquido y se
procedié a certificar el tipo de actividad de fosfolipasa presente, para determinar su
actividad hemolitica, su relacién temporal de hemdlisis y elegir a una de ellas para

secuenciar el DNAc. Almacenamos todas las clonas a -70°C.
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Determinacion de la «— | Punficacidn de los bactenofagos
[ secuencia nucieclidica. portadores de la secuencia
de DNAg selecoonada

Figura 3. Diagrama de la estrategia general de trabajo.

2.6.2 TAMIZAJE DE LA BIBLIOTECA

2.6.2.1 Preparacién de bacterias para plagueo

En un matraz estéril de 250 ml colocamos 50 ml de medio NZCYM con
ampicilina (50 mg/mi) e inoculamos con una colonia bacteriana de {a cepa Y1090 de E.
colr. Incubamos durante la noche a 37°C, con agitacion moderada (250 ciclos/min)
Enseguida sedimentamos las bacterias por centrifugacion a 4000 x g, a temperatura
ambiente, por 10 min Descartamos el sobrenadante y resuspendimos la pastilla celular
con ayuda de un vortex en 20 ml de MgSO, 001 M esteril. Almacenamos la suspension
de bacterias a 4°C Esta puede ser usada por mas de 3 semanas, sin embargo, para
obtener una alta eficiencia de plaqueo, titulamos la biblioteca cuando las bacterias estaban

recién preparadas (Sambrook, J , Fritsch, E F 1989)

29



2.6.2.2 Titulacion de la biblioteca (Sambrook, J.; Fritsch, E. F. 1989)

Para determinar el titulo de la biblioteca, mezclamos 200 pl de bacterias E. coli
de la cepa Y1090 con alicuotas de 0.1 a 10 pl de la biblioteca. Incubamos las
suspensiones por 20 min a 37°C. Mezclamos las preparaciones con 4 ml de medio
NZCYM en agar suave fundido a 60°C. Agitamos suavemente cada tubo con ayuda de
un vortex € inmediatamente vaciamos el contenido completo del tubo al centro de una
caja de petri preincubada a 37°C por 8 h, que contenia 35 ml de NZCYM en agar al
1.5%. Giramos suavemente la placa para asegurar una distribucion uniforme de las
bacterias infectadas y el medio sélido fundido de superficie. Repetimos la operacién
descrita con cada uno de los otros tubos. Tapamos las cajas y las dejamos reposar por 5
min a temperatura ambiente, para permitir que solidificara el medio de la superficie.
Invertimos las cajas y las incubamos a 37°C. Después de 7 h de incubacién, contamos el

numero de UFP obtenidas de cada caja, Expresamos el titulo como UFP/pl.

2.6.2.3 Amplificacion de la biblioteca

Infectamos 600 pl de bacterias E. coli de la cepa Y1090 con 1 x 105 UFP.
Incubamos dicha mezcla por 20 min a 37°C. Posteriormente mezclamos con 4 ml de
NZCYM en agar suave fundido a 60°C. Inmediatammente después de mezclar vaciamos
todo el contenido en una caja de petri de 150 mm de didmetro con agar NZCYM
solidificado y preincubado a 37°C. Una vez que solidificé el medio fundido con la
mezcla de infeccién incubamos por 12 h a 42°C. Cuando aparecieron las placas de lisis
agregamos 15 ml de SM a temperatura ambiente a la superficie de la caja de petri.
Incubamos la preparacién por 2 h mas a temperatura ambiente. Después colectamos el
mayor volumen posible del amortiguador SM con los bacteriéfagos suspendidos y restos
de las baclerias lisadas que habia sobre la placa. Descartamos los desechos celulares por
centrifugacién a 7000 x g a 4°C, por 30 min. Adicionamos a la solucién resultante

cloroformo al 2% de concentracién final y la almacenamos a 4°C, mientras que pard
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conservar los bacteriéfagos por tiempo indefinido afadimos a la suspensién

dimetilsulféxido al 0.7% de concentracién final, y almacenamos a -70°C hasta su uso.

2.6.2.4 Estrategia de Tamizaje

Sembramos las bacterias no infectadas (testigos negativos) y las bacterias
infectadas con los bacteridfagos en medio NZCYM, siguiendo el mismo procedimiento
que para titular la biblioteca (densidad 1 x 105 bacteriéfagos por caja). Sembramos 30
cajas. Una vez que se formaron los halos de lisis colocamos sobre los cultives una capa
de 2 mm de espesor de agar-YH-R6G, la cual preparamos como describimos en 2.4.4.2.

Como ya mencionamos, sobre todas las cajas con el césped bacteriano infectado
y no infectado sobrepusimos la segunda placa de agar-YH-R6G previamente
solidificada. Los resultados esperados consistieron en la aparicion de un halo de color
piirpura sobre un fondo naranja en la placa de agar-YH-R6G al observar las cajas con un
transiluminador de luz UV. Este halo se formd alrededor de cada halo de lisis formado
por una UFP portadora de secuencia de PLA recombinante que se expresé al medio de
cultivo. Procedimos a aislar todas las UFP que dieron resultados positivos y una
UFP con resuliados negativos, la cual usamos después como testigo negativo. Para las
pruebas con la PLA; de veneno de abeja, hicimos 12 pozos de 3 mm de didmetro sobre
cajas de petri con agar YH-R6G, con una pipeta pasteur de punta corta. Extrajimos los
bocados de agarosa aplicando un ligero vacio. En estos pozos colocamos 10 pl de
diluciones seriadas al 50%, partiendo de la solucién de 100 mU/10 pl de la fosfolipasa
de veneno de abeja .

Incubamos las cajas de petri a 37°C por 48 h. Las que contenian la fosfolipasa de
veneno de abeja en posicion normal mientras que las preparaciones con bacterias y fagos
en posicion invertida.

Consideramos como resultados positivos la formacién de halos color purpura

alrededor de los halos de lisis. La figura 4 muestra el procedimiento de tamizaje.
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2.6.2.5 Aislamiento de UFP recombinantes

Para levantar las UFP que dieron resultados positivos y un testigo negativo,
agregamos 1 ml de SM a un tubo de polipropileno estéril y afiadimos una gota de
cloroformo Enseguida hundimos una pipeta pasteur {equipada con un bulbo) en el agar
con la UFP elegida vy aplicamos un poco de succion para que la UFP y el agar
quedaran en la pipeta Transferimos los bocados de agar al tubo previamente preparado
con amortiguador SM y cloroformo y dejamos a temperatura ambiente por | h para
permitir que las particulas fagicas difundieran fuera del agar Con este procedimiento es
pasible colectar de 106-1()? particulas fagicas infecciosas, las cuales se pueden almacenar
indefinidamente a 4°C sin pérdida de viabilidad

Repetimos el procedimiento anterior 3 veces a fin de obtener clonas

recombinantes puras

Obtencicn de UFP de
ia biblioteca sobre ¢l 3
7 ransilummador
cesped bacterians debz LV *

Aislamsiento y reclonacion

PLA ()

4, Diagrama de la estrategia de tamizaje de actividad de PLA.
Utilizamos una base de agar con rodamuna 6G y yema de huevo para observar acividad de FLA

mediante la presencia de acidos grasos libres que se detectan en forma de coloracion purpura

sobre fondo naranya er un transittuminador de luz UV
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2.6.2.6 Preparacion del stock de UFP

Mezclamos 105 UFP con 0.1 ml de la suspension de bacterias e incubamos por
20 min a 37°C. Enseguida afiadimos 3 ml de agar suave fundido, mezclamos y vaciamos
inmediatamente a una caja de petri de 90 mm de didmetro con 35 m] de agar NZCYM.
Incubamos la caja por 7 h a 37°C, después de este tiempo anadimos 5 ml de SM y
almacenamos a 4°C por 4 h con agitacién suave € intermitente. Al tiempo de la cosecha
recogimos todo el liquido posible con pipeta pasteur y lo transferimos a un tubo de
polipropileno. Afiadimos 0.1 ml de cloroformo y agitamos el tubo brevemente con ayuda
del vortex. Centrifugamos a 4000 x g, por 10 min, a 4°C y recuperamos el sobrenadante,

al cual agregamos una gota de cloroformo. Almacenamos la preparacion a 4°C.

2.6.3 CARACTERIZACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

2.6.3.1 Cuantificacion de proteinas

Determinamos la concentracion de proteinas en muestras biolégicas particuladas

mediante el método de Lowry y cols (Lowry, O. H.; Rosbrough, N. S.; 1951).

2.6.3.2 Radioensayo

Utilizamos como sustrato para determinar la actividad de PLA L-1-dipalmitoil-
[palmitoil-2- 'C]-FC ([ C}-FC). La presencia de [ Clicido palmitico, indicé que la
fosfolipasa en estudio era de tipo A;.

Diluimos el sustrato radioactivo con fosfatidilcolina (FC) de yema de huevo a
una actividad especifica de 1800 mCi/mol y 0.4% de triton X-100. Analizamos los
productos de hidrdlisis, segin el método descrito por Opperdoes y cols (Opperdoes, F.
R.; Van Roy, J. 1982) donde el ensayo final (0.02 ml) contiene: 100 mM de Tris-HCI,
pH 8.0, 0.138 mM de FC, 0.2% de tritén X-100 y la muestra.
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ACIDO {“C} PALMITICO
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%}:’ = Marca Radioactiva LFC AN

Figura 5. Diagrama del protocolo para clasificar la actividad de PLA en 1as clonas.
El ensayo consiste en mezclar 25 ml del lisado (restos de bactenas y clonas recombinantes de
fago) con la mezcla de ensayo para PLA Una vez termnada, se anahzan los productos de la
reaccion mediante cromatoprafia en placa fina El acido *C-palmitico liberado por efecto de la
PLA, se wdentifica por su migracion caracteristica, como mostramos en la figura La presencia de
marca en los hsoderivados indica que la actrnadad mostrada por las clonas recombinantes fue de

tIpO PLA]

Después de incubar a 37°C por 3 h, paramos [a reaccion con 25 pl de la mezcla
para parar la reaccion (vet 24 5) Agitamos los tubos con ayuda de un vortex y
aplicamos 25 pl de cada muestra a placas cromatograficas de silica gel (Whatman de
borosilicato, 10 x 10 x 1 cm) cor una mezcla de disolventes para kpidos polares
(cloroformo-metanol-acido acetico-agua, 170 40 16 8)

Después colocamos las placas en una camara saturada con vapor de

lodo, con lo cual las manchas de lipidos se tevelan como puntos amarillos o
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cafés sobre fondo blanco. (Skipsky, J. P.; Barclay, M. 1969). Finalmente, raspamos la
silica y mezclamos cada mancha lipidica con 5 ml de mezcla para centelleo liquido en
viales de borosilicato de 20 ml de capacidad. Determinamos el nimero de cuentas por
min (CPM) en un contador de centelleo liquido a una eficienciz del 90.6%.

Para calcular la concentracién de FC hidrolizada seguimos el siguiente proceso

para el cual ejemplificamos con la clona EhA12.

1.- Calculamos las DPM partiendo de que:
CPM promedio: 4130 y % de eficiencia del contador 90.6%. (Las muestras

utilizadas no tienen guenching)
4130 CPM - 90.6%
X CPM — 100% X =4557.5 DPM
2.- Calculamos la radiactividad contenida en los 4cidos grasos conmsiderando que
1 nCi=22 X 10° DPM
22X 10°DPM — 1uCi
4557.5DPM - X X=2.1pCi
3.- Calculamos la cantidad de pmoles de dcidos grasos libres partiendo de que 1 pmol de
FC hidrolizada = 58 pCi
58 pCi — 1 pmol X =0.036 pmoles de FC
21pCi - X hidrolizadosen 3 h
Para calcular la actividad especifica de fosfolipasa que expresaba cada clona,
tomamos en cuenta la cantidad de proteina que utilizamos, que para este caso fueron
3.18 mg de proteinas totales del lisado bacteriano infectado con los fagos de la clona
EhA12 para la reaccién con la FC:
0.36 pmoles — 3.18 mg
X pmoles — 1mg X =11 nmoles
2.- Como seguimos una reaccioén de incubacién por 3 h:
11 nmoles — 3 h

Xnmoles = 1h X = 3.66 nmoles

35



Por lo tanto, la clona EhA12 tiene una actividad especifica de 3.66 nmoles de

FC/mg/h.

2.6.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA

2.6.4.1 Actividad hemolitica

Determinamos la actividad hemolitica en los lisados de bacterias con fagos
recombinantes mediante la estimacidn de la liberacién porcentual de hemoglobina (Said-
Ferndndez S.; Lopez-Revilla, R. 1982). En tubos de polipropileno de 1.5 ml con 25 pl de
una solucién de eritrocitos de rata al 3%, agregamos 25 pl de una serie de diluciones del
lisado bacteriano infectado con bacteri6fagos de cada una de las clonas EhA12, EhAll,
EhA22]1 y EhO a diluciones con amortiguador SSB de 1:2, 1:8, 1:16, 1:32 y 1:64 del
extracto obtenido al centrifugar los cultivos de las clonas aisladas o sélo de
amortiguador SSB (testigo negativo) y un tercer grupo al que agregamos 0.5 ml de agua
(testigo positivo) e incubamos a 37°C en un bafio de agua por 90 min al cabo de los
cuales afadimos 1 ml de amortiguador PBS (Diamond, L. S. (1968). Centrifugamos los
tubos por @ min a 600 x g y medimos la DO de los sobrenadantes a 415 nm y a 700 nm
(Said-Ferndndez S.; Lopez-Revilla, R. 1982).

2.6.4.2 Relacion temporal de la actividad hemolitica de las clonas seleccionadas

Siguiendo el método antes descrito (2.6.4.1), centrifugamos los lisados
bacterianos de cada una de las clonas EhA12, EhA11, EhA22]1 y EhO. Ajustames la
cantidad de proteinas para obtener una dosis hemolitica que produjera 50% de lisis
(DHS50) e incubamos 25 pl del extracto obtenido con 25 U de la suspensién de
eritrocitos, a tiempos variables (0, 15, 30, 45, 90 y 180 min) de incubacién a 37°C, para

obtcner la curva de porcentaje de hemdlisis contra el tiempo.
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2.6.4.3 Relacion entre el porcentaje de hemdlisis y la concentracién del inhibidor
de Rosenthal

Ajustando a 25 pl una doble cantidad de la concentracion del lisado bacteriano
de la clona EhA12 que produce un 50% de hemodlisis, incubamos con un volumen igual
de la suspension de eritrocitos a 37°C por 90 min y diferentes concentraciones del
inhibidor de Rosenthal (0, 15, 30, 60, 90, 120 y 150 puM) especifico para PLA, y

graficamos el porcentaje de hemolisis contra la dosis del inhibidor de Rosenthal.

2.6.4.4 Analisis estadistico

Para la determinacién de la actividad de PLA y hemolitica, empleamos
estadistica descriptiva (media, desviacion estdndar, rango) para los valores de los grupos
en estudio.

Esperdbamos que los valores de los grupos tanto control como problemas,
mostraran una distribucién normal con lo cual procedimos a realizar un analisis de
varianza de una via (ANOVA ONE-WAY) y prueba de Tukey para comparar -si
existieran- diferencias significativas entre los grupos de estudio (p < 0.05), en el

programa estadistico SPSS™.

2.6.5S SUBCLONACION EN pBS I1 SK +

Para iniciar el andlisis a nivel molecular, elegimos la clona EhA12 por ser la que
presentd un tiempo de inicio de actividad hemolitica mas corto y mayor actividad
hemolitica. Subclonamos el fragmento de DNAc de la clona EhA12 en el vector pBS 11

SK+ siguiendo los pasos que se describen a continuacién:
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2.6.5.1 Infeccion a alta multiplicidad

Para obtener una solucién concentrada de bacteriéfagos purificados de la clona
EhA12 y subclonar el inserto de interés, pusimos 10 ml de NZCYM en un matraz de 50
ml e incubamos con una colonia de E cofi Y1090, toda la noche a 37°C con agitacion
vigorosa (300 ciclos/min). Con 1 ml de dicho cultivo inoculamos cuatro matraces de 2
litros de capacidad con 500 ml de NZCYM e incubamos a 37°C con agitacion vigorosa
hasta que se alcanzé una DOgy de 0.5. Enseguida inoculamos cada matraz con 1'0lO UFP
del bacteridfago A git-11 recombinante y continuamos la incubacién a 37°C con agitacion
vigorosa hasta que ocurrié la lisis para posteriormente anadir 10 ml de cloroformo a

cada matraz y continuar la incubacién en las mismas condiciones por 10 min mas.

Procedimos entonces a purificar el bacteriéfago.

2.6,5.2 Purificacion del bacteriofago recombinante

Enfriamos los cultivos lisados de la clona EhAl12 a temperatura ambiente y
afiadimos DNAsa I pancredtica y RNAsa, a una concentracion final de 1 mg/ml de cada
una. Incubamos por 30 min a temperatura ambiente y enseguida afiadimos NaCl sélido a
concentracién final de 1 M. Disolvimos la sal por agitacién y dejamos la preparacién en
hielo por 1 h para posteriormente eliminar los desechos por centrifugacién a 11,000 x g
por 10 min a 4°C. Recuperamos el sobrenadante en un matraz limpio y anadimos
polietilenglicol PEG8000 a una concentracién final de 10% peso/volumen (50g por 500
ml de sobrenadante) disolviendo con agitacién suave utilizando un agitador magnético a
temperatura ambiente. Enfriamos la suspensién en agua-hielo y mantuvimos ésta al
menos por 1 h sobre hielo para permitir que las particulas del bacteriéfago formaran un
precipitado, el cual fue recolectado por centrifugacién a 11000 x g por 10 min a 4°C.
Descartamos el sobrenadante y dejamos el tubo de centrifugacién en una posicién

inclinada por 5 min para permitir al fluido remanente drenarse y asi separarlo del
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precipitado. Removimos el fluido con una pipeta y usando otra pipeta equipada con un
bulbo, suspendimos suavemente el precipitado de bacteridfagos en SM (8 ml por cada
500 ml de sobrenadante). Extrajimos el polietilenglicol y los desechos celulares de la
suspensién de bacteriéfagos afiadiendo un volumen igual de cloroformo, agitando con el
vortex por 30 seg y separando las fases acuosa y organica, por centrifugacion a 3000 x g
por 15 min a 4°C. Colectamos las particulas fagicas por centrifugacién de la fase acnosa
a 55000 x g por 2 h a 4°C. Mezclamos la pastilla resuliante con 2 ml de SM y dejamos
toda la noche a 4°C sobre una plataforma mévil. Finalmente suspendimos las particulas

en el SM y procedimos a realizar la extraccion de DNA.

2.6.5.3 Extraccion de DNA de los bacteriofagos purificados

A la suspension obtenida de bacteriéfagos purificados de la clona EhA12 le
anadimos proteinasa K, a una concentracién final de 50 mg/ml y SDS de una solucién
stock de 10% (p:v), en agua, a una concentracién final de 0.5%. Mezclamos la
preparacion por inversion del tubo, varias veces, e incubamos por 1 h a 56°C. Enseguida
enfriamos la mezcla, a temperatura ambiente, y afiadimos un volumen de fenol saturado.
Mezclamos por inversidn y separamos las fases por centrifugacién a 3000 x g por 5
min a temperatura ambiente. Transferimos cuidadosamente la fase acuosa a otro tubo y
extrajimos una vez mas con una mezcla de fenol saturado y cloroformo (1:1).
Recuperamos nuevamente la fase acuosa, bajo el mismo proceso descrito. Precipitamos
el DNA con 0.1 volimenes de acetato de sodio 3 M y 2.5 volimenes de etanol absoluto
frio, a -20°C toda la noche. Centrifugamos a 14000 x g por 10 min a 4°C y lavamos la
pastilla con 2.5 vohimenes de etanol al 70% para finalmente eliminar todo el etanol y

resuspenderla en amortiguador TE, conteniendo RNAsa a una concentracién de 20
mg/ml.
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2.6.5.4 Digestion del DNA de la clona EhA12 con Eco R1

Una vez que aislamos el DNA de los bacteriéfagos de la clona EhA12,
comprobamos su pureza observando la presencia de una sola banda en una electroforesis
en gel de agarosa a! 1% tenido con bromuro de etidio, y estimamos su concentracion;
preparamos una mezcla de reaccion de digestion, la cual incubamos a 37°C por toda la
noche, con el objeto de observar la liberacién del inserto en una electroforesis en gel de
agarosa al 1% y tincién del mismo con bromuro de etidio (0.2 mg/ml en amortiguador
TBE) y estimar su tamano con ayuda de marcadores moleculares. Las condiciones de

reaccion y conceniracion fueron las recomendadas por el fabricante, mismas que

presentamos en la tabla I:

Tabla I. Composicion de la reaccion de digestion para liberar el

fragmento de la clona EhA12

REACTIVO CANTIDAD
DNA (450 ng/ul) 6 ul
enzima Eco RI (10 U/ul) 1l
amortiguador 10X 1l
agua para aforar 2l
total 10wl

2.6.5.5 Preparacion de fragmentos de ligacion

Después de la digestién hicimos una electroforesis en gel preparativo de agarosa
al 1% del DNA de la clona EhA12 para purificar el inserto de la siguiente forma:
cortamos la banda correspondiente al fragmento liberado de la clona EhA12 en el gel de
agarosa, con una hoja de bisturd, tratando de tomar la menor cantidad posible de
fragmentos del gel. Por otro lado, preparamos un tubo de 0.5 ml esterilizado, al cual le

hicimos una perforacién en la parte de abajo con aguja estéril, de manera que quedd un
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Tabla II. Composicién de la reaccion de digestion para linearizar

al vector pBS I1 SK + con extremos cohesivos Eco RI

REACTIVO CANTIDAD
DNA (100 ng/pl) 3ul
enzima Fco RI (10 U/ul) 1l
amortiguador 10X Il
agua para aforar 5ul
total 10 ul

AmpR fl (+) Origen

pBluescript 11 SK+

AN
syl Hindiik SITIOS

EcoRV DE
7O | ESTRICCION
PARA LAS

Eco Rl
A

ENZIMAS
Sacl

Figura 7. Mapa fisico de pBS 11 SK +

2.6.5.6 Preparacion de bacterias calcio-competentes

Inoculamos una colonia de la cepa bacteriana £. coli XL-1 Blue, en 4 ml de
medio LB e incubamos durante la noche con agitacion vigorosa a 37°C Utilizamos 0 5
ml de este cultivo para inocular un matraz de 500 ml con 50 ml de medio LB, incubamos
a 37°C hasta que el cultivo alcanzo una DQOgg de 0 3. Enseguida dejamos ¢l matraz en

hielo durante 10 min e inoculamos 40 ml del cultivo en un tubo nuevo para uso
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posterior. El resto fue vaciado a un tubo de polipropileno cénico graduado de 50 ml, frio
y estéril, centrifugamos a 7500 x g por 5 min y desechamos el sobrenadante. Llevamos a
cabo el procedimiento descrito en hielo y frente al mechero. Resuspendimos las
bacterias con ayuda de un vortex, en 20 ml de CaCl2 100mM frio y dejamos en hielo por
20 min. Centrifugamos a 7500 x g por 5 min y desechamos el sobrenadante.

Resuspendimos la pastilla en 1 ml de CaCl, 100 mM. Conservamos las bacterias hasta
por 4 dias, a 4°C.

2.6.5.7 Ligacién y transformacion con el inserto purificado

Realizamos la ligacion del inserto a pBS I SK + previamente cortado, mediante
un proceso de unién covalente en una reaccién catalizada por DNA ligasa del
bacteri6fago T4 y considerando que cada par de bases nucleotidicas en el DNA tienen
un peso molecular promedio de 660 daltones, (GIBCO BRL. 1992) mantuvimos una

relacién molar de 3:1 de inserto-vector. En la tabla III mostrameos las proporciones de la

mezcla.

Tabla 1I1. Composicion de la mezcla de reaccion que se atilizé para

lograr la ligacion del DNA de interés al vector

REACTIVO CANTIDAD
DNA del inserto (50 ng/pl) | 4l
pBS linearizado en Eco RI (10 ng/pul) 1.5 ul
enzima ligasa (10 U/ul) 1wl
amortiguador 5 X 2ul
agua para aforar 1.5 ul
total 10w
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solucién II y que el tubo estuviera con contacto con el hielo durante la mayor parte del
tiempo. Inmediatamente después afiadimos 150 pl de solucién III enfriada en hielo y
mezclamos el tubo con ayuda de un vortex, en posicién invertida, por 10 seg. Dejamos
el tubo en hielo, por 5 min, y centrifugamos a 12000 x g, a 4°C, por 5 min. Transferimos
el sobrenadante a otro tubo y afiadimos medio volumen de fenol pH 8.0 (Sambrook, J.;
Fritsch, E. F. 1989). Mezclamos dicha solucién con ayuda de un vortex por 1 min y
afiadimos otro medio volumen de SEVAG, mezclando nuevamente. Centrifugamos a
12000 x g a 4°C por 2 min y transferimos la fase acuosa a un tubo nuevo. A esta
solucién le agregamos dos volimenes de etanol absoluto, a temperatura ambiente.
Mezclamos la solucién con ayuda de un vortex y dejamos 2 min a temperatura
ambiente para después centrifugar a 12000 x g a 4°C por 5 min y eliminar el
sobrenadante por aspiracién. Dejamos el tubo en posicién invertida sobre papel secante
para permitir que se drenara todo el fluido. Lavamos la pastilla agregando 700 pl de
etanol al 70% a 4°C. Después mezclamos la preparacién brevemente con ayuda de un
vortex. Centrifugamos nuevamente y eliminamos el sobrenadante como en el paso
anterior. Dejamos secar al aire la pastilla por 10 min. Finalmente, resuspendimos la

pastilla de DNA de la clona pBS12 en 20 pl de amortiguador TE con RNAsa (20
mg/ml).

2.6.5.9 Bisqueda de sitios de restriccién en la clona pBS12

Con el propésito de buscar sitios internos de corte en el inserto para llevar a cabo
una segunda subclonacién, de acmerdo con el diagrama que muestra la figura 8,
digerimos el vector recombinante pBS12 con algunas endonucleasas de restriccion, tales

como Accl, Alu 1, Bam HL, Hind IIl, Kpn L, Pst I, Pvull, Sac 1, Smal y Xho 1,.



280 pb sprox. Pkl 310 pb agrox.
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Figura 8. Secuencia del experimento de subclonacion en extremos Pst | para

facilitar la lectura de 1a secuencia nucleotidica.

2.6.5.10 Segunda subclonacion en Psr 1

Preparamos una mezcla de digestion preparativa de nuestra clona pBS12 con Pst
1 de acuerdo con la tabla IV

Tabla IV. Composicion de 12 mezcla de reaccién de digestion preparativa para

liberar un fragmento del DNA de la clona pBS12 y subclonar

REACTIVO CANTIDAD
DNA de la ciona recombinante (100 ng/ul) Sl
enzima Pst 1(10 U pl) 1
amortiguador 10 X 1l
agua para aforar 3l
total 10 pl

Incubamos esta mezcla a 37°C por toda la noche y la sometimos a las mismas
condiciones de preparacion de fragmentos de ligacion (ver 265 5) En este caso,

colectamos el vector con la porcion del inserto Posteriormente sometimos tambien a los
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mismos protocolos de ligacién, transformacidn, coleccion, propagacién y aislamiento de
DNA que la clona previamente procesada. (ver 2.6.5.7 y 2.6.5.8). Mostramos las

proporciones utilizadas en la ligacién en la tabla V:

Tabla V. Compesicion de la reaccion de ligacion utilizada para

conseguir la subclona en extremos Eco RI -Pst 1

REACTIVO CANTIDAD
DNA del pldsmido con el inserto digerido 2ul
con Pst 1 (100 ng/ pl)
enzima ligasa (10 U/ pl) 1wl
amortiguador 5 X 2ul
agua para aforar 5ul
total 10 ul

2.6.6 SECUENCIACION DEL DNAc

2.6.6.1 Secuenciacion ciclica (PERKIN ELMER 1992)

Para cumplir con el idltimo objetivo de nuestro trabajo, utilizamos una variante de
la técnica de secuenciacién enzimdtica de Sanger, ya estandarizada en nuestro
laboratorio, que consiste en el uso del kit AmplyCycle™ (Perkin Elmer) en donde se usa
PCR combinando la desnaturalizacién del templado con el alineamiento vy

extensién/terminacién del iniciador de secuenciacion. (Ver figura 9).
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Figura 9. Diagrama general de la estrategia de secuenciacidn ciclica.
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Tabla VIL. Composicion de la reaccién de desfosforilacion de la sonda preparada a

partir de la clona pBS12
REACTIVO - CANTIDAD
DNA (200 ng/ul) 10wl
amortiguador 10X 5ul
enzima (fosfatasa alcalina) 1l
agua 34 ul
total 50 ut

Tabla VIIi. Composicion de la reaccién de incorporacion de fosforo radioactivo de

la sonda desfosforilada, preparada a partir de la clona pBS12

REACTIVO CANTIDAD
DNA 10 pl
amortiguador 10X 25w
enzima (polinucleétido kinasa) 1 ul
a32-dATP 2 pl
agua 9.5 ul
total 25 Wl

2.6,7.2 Fijacion del DNA de las clonas EhAl12 y pBS12 a membrana de

nitrocelulosa e hibridacion

Una vez marcada la sonda, procedimos a realizar la preparacién de la membrana
para la fijacién del DNA. Este proceso consiste en humedecer una pieza de nitrocelulosa
en agua y dejarla después en SSC 20X por 1 h a temperatura ambiente. Mientras se

empapa la membrana, lavamos el molde slor con NaOH 0.1N y enjuagamos bien con
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agua estéril. Enseguida pusimos 2 filtros previamente humedecidos en SSC 20X en ¢l
molde slot y arriba de ellos pusimos la membrana, una vez que cumplié el tiempo de
impregnacién de SSC y evitando la formacién de burbujas con la parte superior. Luego
llenamos los orificios siots con SSC 10X y aplicamos vacio hasta que pasé a traves del
filtro. Apagamos el vacio y volvimos a llenar los slots con SSC 10X. Enseguida
desnaturalizamos las muestras a fijar calentdndolas a 68°C por 15 min y posteriormente
enfridndolas a 4°C; afiadimos 2 volimenes de SSC 20X a cada muestra a fijar y
aplicamos vacio al slot para pasar el SSC con el que habiamos rellenado anteriormente.
Después que pasé el SSC, apagamos el vacio y aplicamos las muestras. Encendimos el
vacio y lavamos los slots una vez que se fijaron las muestras con 1 ml de SSC 10X por
dos ocasiones. Finalmente continuamos con e} vacio por 5 min y dejamos secar la
membrana a temperatura ambiente durante 1 h para pasar a la incubadora con vacio a
80°C por 2 h mas. Enseguida pasamos la membrana a la solucién de prehibridacién y la
dejamos en el horno de hibridacién por 2 h a 42°C, para finalmente agregar la sonda
marcada en solucién y dejar en el horno por 12 h mas. E! dltimo paso consisti6 en
realizar un par de lavados a la membrana el primero a temperatura ambiente por 20
minutos en una solucidén de SSC 2X y 0.1% de SDS y el segundo a 68°C por 10 min por
tres veces en una solucién de SSC 1X y 0.1% de SDS.

2.6.8 DIGESTION CON CUATRO ENZIMAS DE RESTRICCION DEL
INSERTO DE LA CLONA EhA12 EN FAGO A gt-11 Y DEL INSERTO DE LA
CLONA pBS12 EN pBLUESCRIPT Il SK +

Preparamos varias mezclas de digestion de los insertos purificados tanto de la
clona en fago A gt-11 como de la clona en pBS II SK + con el propésito de corroborar
que corresponden al mismo fragmento.

La tabla IX muestra las mezclas de digestion preparadas para cada inserto con las

enzimas Bgl 1, Bgi 11, Pst 1y Pvu 1.

Incubamos Jas mezclas durante la noche a 37°C y observamos los cortes en gel de

agarosa mediante electroforesis.
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Tabla IX. Composicién de la reaccién de digestion de los insertos de las clonas

EhA12 y pBS12 con diversas enzimas de restriccion

REACTIVO CANTIDAD
DNA (200 ng/pul) 10 pl
amortiguador 10X 1.5

enzima de restriccién 1 ul
agua 25
total 15 pl

2.6.9 HIBRIDACION TIPO DOT-BLOT DEL DNA GENOMICO DE RATA Y DE
Entamoeba histolytica CON LA SONDA CONSTRUIDA A PARTIR DE LA
CLONA pBS12

Este experimento tuvo el prop6sito de confirmar la presencia de la secuencia de
la clona pBS12 en el DNA gendmico de Entamoeba histolytica, utilizando como testigos
positivos el DNA gendmico de rata y las clonas EhA12 y pBS12; y como testigos
negativos el DNA de pBLUESCRIPT SK + y del bacteriéfago A gt-11.

Para estos ensayos, cortamos con EcoRI y Psil el inserto que porta nuestra clona
en pBS II SK +, posteriormente purificamos y cuantificamos la sonda obtenida por
métodos antes descritos (ver 2.6.5.5) y marcamos con uaz-dATP para ser utilizada en la

hibridacién en membrana de nitrocelulosa con los DNA ya mencionados.
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2.6.9.1 Marcaje con *2P de la sonda proveniente de la clona pBS12

El marcaje de la sonda de 290 pares de bases proveniente del inserio de la clona

pBS12 la efectuamos como un marcaje al azar utilizando hexdmeros aleatorios y el

fragmento Kienow de la DNA polimerasa I de E. coli. Iniciamos desnaturalizando 50 ng

de DNA de la sonda disueltos en 10 pl de agua a 95°C por 5 minutos y enfriando

inmediatamente después en hielo. Enseguida afiadimos todos los reactivos que se

presentan en la tabla X a un tubo de reaccién el cual mantuvimos en hielo todo el

tiempo de manipulacién. Mezclamos brevemente e incubamos por 2 h a 37°C. Al

finalizar el tiempo de incubacién agregamos 5 pl de una solucién de EDTA al 0.5 M

para detener la reaccién.

Tabla X. Composicion de la reaccion de marcaje de la sonda preparada a partir de

la clona pBS12
REACTIVO CANTIDAD
DNA (50 ng) en agua 10 pl
dCTP 500 pM 1l
dTTP 500 pM 1
dGTP 500 pM 1l
Solucidn random primer 2.5X 20 ui
dATP[o:'?P] 3000 Ci/mmol 5ul
Frag. Klenow de DNA pol. I 1ul
agua 11
total 50 pl
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2.6.9.2 Fijacién del DNA genémico de rata y E. histolytica a una membrana de

nitrocelulosa, e hibridacién con la sonda proveniente de la clona pBS12

Una vez marcada la sonda, procedimos a realizar la preparacion de la membrana
para la fi)acién de las muestras de DNA genémico de E. histolytica y de rata, asi como
las de el fago A gt-11 y pBS II SK en sus formas nativa y recombinante como las clonas
EhA12 y pBS12; y su posterior hibridacién. Hemos descrito este proceso anteriormente

y lo ejecutamos de la misma manera (Ver 2.6.7.2).

2.6.10 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA PARA
PROTEINAS

Preparamos una clectroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) con el propdsito de determinar la presencia

y el tamafio aproximado del péptido expresado por las clonas EhAl2 en fago A gt-11 y
pBS12 en pBS II SK +.
2.6.10.1 Preparacion de la muestra

Antes de correr la SDS-PAGE, preparamos la muestra diluyéndola 1:1 con el

amortiguador de muestra 2X, para después poner a hervir en bafio de agua por 3 min y

dejar enfriar antes de cargar al gel.

2.6.10.2 Preparacion y corrimiento del gel
Elaboramos el gel separador con los componentes y en las cantidades que se

muestran en el apartado de preparacién de reactivos (ver 2.4.17.7). De la misma forma

preparamos ¢l gel concentrador como se indica en 2.4.17.8. Armamos los vidrios y
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vaciamos primero el gel separador. Después que éste polimerizé, vaciamos el gel
concentrador. Una vez polimerizada la acrilamida, realizamos la electroforesis
harizontal por 3.5 h a 150 V y procedimos a tefiir un gel con nitrato de plata y otro con

azul de Coomasie simultdneamente.

2.6.10.3 Tincion del gel

La tincién con nitrato de plata se realizO como sigue: Tomamos el gel y lo
lavamos con agua destilada. Después lo pusimos en un recipiente con una solucion
acuosa de metanol al 50% y dcido acético al 12%. Enseguida lavamos el gel por 3 veces
con una solucién de etanol 10% y acido acético al 5%. Tiramos la solucién y lavamos
dos veces con agua para posteriormente agregar al gel una solucion de dicromato de
potasio 0.0034 M y 4cido nitrico 0.0032 N. Después lavamos el gel 4 veces con agua
destilada y agregamos una solucién de nitrato de plata 0.012 M. Entonces enjuagamos el
gel 2 veces con agua destilada y finalmente agregamos por 3 veces una solucién de
carbonato de sodio 0.28 M y formaldehido 0.05% durante 1 min las dos primeras
ocasiones y el tiempo necesario para colorear las proteinas en la dltima. Una vez
coloreadas las protefnas agregamos una solucién de 4cido acético al 1% y finalmente el
gel se mantuvo conservado en agua destilada.

Para la tincién con azul de Coomasie, una vez terminada la corrida, mantuvimos
el gel durante 30 min minimo en un reactivo decolorante compuesto por una solucién
acuosa de metanol al 50% y écido acético al 12%. Después lo dejamos durante la noche
en agitacién leve con azul de Coomasie. Después destefiimos con el mismo reactivo
decolorante hasta que aparecieron las bandas y finalmente dejamos los geles en solucién

acuosa conservadora de acido acético al 7%.
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CAPITULO IN

RESULTADOS

3.1 ESTRATEGIA DE TAMIZAJE

3.1.1 Titulacion de la biblioteca

4
El titulo promedio de la biblioteca fue de 4.4 x 10 UFP/ul. Los cdlculos
realizados se basaron en la determinacién por cuenta en placa de la cantidad de UFP en

cada una de las diluciones hechas de la solucién stock.

3.1.2 Tamizaje no especifico para observar actividad enzimatica de PLA

Analizamos 30 cajas con medio de culiivo y el césped bacteriano infectado con

los bacteridfagos de la biblioteca, con un titulo de 1 x 105 UFP por caja. Detectamos 10
UFP que presentaron una coloracion piarpura al observar las cajas con un
transiluminador de luz UV. Estas placas se presentaron sobre los halos de lisis
correspondientes. Repetimos 3 veces el proceso de aislamiento con las 10 clonas
encontradas, asegurdndonos siempre de observar los halos de color piirpura. El aspecto

de como se prescntan las clonas que expresan actividad de PLA en el medio se puede

observar en la figura 10:
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Figura 10. Tamizaje no especifico de la biblioteca.

Las fotografias muestran (A) una placa con bacterias infectadas con una clona recombinante
negativa (EhQ), (B) los halos de hidrélisis de yema de hueve revelados con 1% de rodamina 6G
preducidos por 10 mU de PLA; pura de venena de serpiente Naja mocambique mocambique, y

(C) placas de hidrélisis de yema de huevo producidas por la clona EhA12.
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3.2 DETERMINACION DEL TIPO DE ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASA
MOSTRADA POR LAS CLONAS RECOMBINANTES

3.2.1 Radioensayo y cromatografia en capa fina

De las 10 clonas aisladas con actividad de PLA, 6 clonas no presentaron
actividad de PLA, o PLA, significativamente mayor al testigo negativo, para el cual
utilizamos una clona que no presenté actividad de PLA al no observar un halo de color
ptrpura. De las 4 restantes, una de ellas presentd actividad de PLLA, considerablemente
mayor al resto y las tres dltimas clonas presentaron una actividad de PLA;
significativamente mayor al testigo negativo.

Determinamos la actividad especifica a las clonas EhA1l, EhAl2 y EhA221, ya
que fueron las que presentaron una cantidad considerable de cuentas por minuto (CPM).
En la tabla XI mostramos los resultados en cuentas por minuto de cada una de las 10

clonas aisladas.

3.2.2 Determinacion de actividad especifica

Calculamos para las clonas EhA12, EhA1l, EhA221 y EhO, los valores de
actividad especifica presentados en la tabla XII. Hablando en términos de actividad
especifica relativa y tomando como punto de referencia a la clona que no presento el
halo caracteristico de la presencia de actividad de PLA a la que denominamos EhO,
podemos reportar que la clona EhA221 presentd 2.63 veces mayor actividad, la clona

EhA11 2.50 y la clona EhA12 1.72 veces.
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Tabla XI. Resultados del radioensayo de las 10 clonas aisladas con actividad de

fosfolipasa A en cuentas por minuto.

Clona CPMen % CPM en o Identificacién y
AGL LFC apreciacién de la
actividad de PLA
EhA12 4130 1 69 0.03 Alta PLA;
EhA1l 4934 1.19 180 0.09 Alta PLA;
EhA221 3463 0.84 81 0.04 Alta PLA;
EhA21 39 0.009 1860 1 Alta PLA,
EhA222 520 0.126 576 0.31 Media en ambas (PLB)
EhA431 0 0 791 042 Media PLA;
EhA1S 0 0 443 0.24 Media PLA,
EhA432 242 0.06 781 0.42 Media PLA,;
EhA22 15 0.0036 130 0.07 Baja en ambas
EhA23 0 0 12 0.006 Baja en ambas
EhO 1025 0.24 201 0.10 Baja en ambas

* CPM relativas de actividad de PLA, con respecto a las CPM de la clona EhA12

** CPM relativas de actividad de PLA; con respecto a las CPM de la clona EhA21

3.3.1 Actividad hemolitica

3.3 DETERMINACION DE ACTIVIDAD HEMOLITICA

Determinamos la actividad hemolitica de nuevo solamente en las tres clonas que

presentaron una actividad de PLA; significativamente mayor al testigo negativo (EhA11,

EhA12 y EhA221). Detallamos los resultados en la tabla XIII y de la misma forma que

en los resultados de la seccién anterior, podemos reportar una actividad hemolitica

relativa de 2.17 para EhA221, 5.43 para EhA1l y 7.7 para EhA12.

63




Tabla XII. Actividad especifica de PLA; en las 3 clonas elegidas.

Nombre de la clona Actividad especifica
absoluta®
Eh0 1.16
EhA221 5.6%
EhAl1l 5.33%
EhA1i2 3.66%

? La actividad especifica absoluta es expresada como nmoles del sustrato
hidrolizados por mg de proteina en 1 h a 37°C

* Son significativamente diferentes a EhQ con una p < 0.05

Tabla XIII. Actividad hemolitica de las clonas EhAll, EhAl12 y EhA221.

Nombredela | Actividad hemolitica
clona absoluta®
Eh0 6.59
EhA221 14.32%
EhA11 35.81%
EhA12 50.69%

? Unidades hemoliticas/mg/90 min de reaccién.
1 unidad hemolitica = 0.05 unidades de DO a 415 nm de longitud de onda.
* Son significativamente diferentes a Eh0 con una p < 0.05; mientras que EhA221 y

EhA11 no son diferentes entre si ni comparadas con EhA12 con una p 2 0.05



3.3.2 Relacion temporal de hemdlisis

Una vez que determinamos la DH50 de cada una de las clonas seleccionadas, a
un tiempo fijo, procedimos a determinar la relacidén temporal del % de hemdlisis
producida por cada una de dichas clonas variando ahora los tiempos de incubacién. En la
figura 11 mostramos que la clona EhA12 fue hemolitica desde el inicio del experimento,
es decir, no mostrd un tiempo de activacién, comparada con el testigo negativo. La clona
EhA11 mostr6 un incremento panlatino con respecto al tiempo de incubacién. Del min
90 al min 180, la actividad se incremento del 30% al 70%, es decir, 2.33 veces. El
testigo negativo (clona Eh0) y la clona EhA22] mostraron un comportamiento muy

parecido.

Velocidad hemolitica de las clonas
amibianas con actividad de PLA2

70
60
50
40
30
20
10

—®— phal:
—8— EhAlD

—&— £hal21

15 30 45 90 180

Tiempo (min)

Figura 11. Relacién temporal de la actividad hemolitica mostrada por las clonas
recombinantes.
Determinamos la relacién temporal de la actividad hemolitica de las clonas EhA12, EhAlL,
EhA221 y EhQ incubando a 37°C, 25 pl del lisado bacterianc infectado con cada clona y 25 wl
de suspension de eritrocitos a tiempos vanables (0, 15, 30, 45, 90 y 180 min).

Promedios £ DE de tres experimentos por triplicado
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3.3.3 Determinacion de la actividad hemolitica de la clona EhA12 en presencia del

inhibidor de Rosenthal

Con el objeto de comprobar que la fuerte actividad hemolitica dependia de la
actividad de fosfolipasa observada en la clona EhA12, procedimos a realizar un ensayo
para determinar el porcentaje de hemdlisis a un tiempo fijo de 90 min, utilizando
diferentes concentraciones del inhibidor de Rosenthal, el cual es especifico para

fosfolipasas A. En la figura 12 mostramos la grifica obtenida,

100
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0 15 30 60 90 120 150

Concentracion del IR (uM)

Figura 12. Efecto del inhibidor de Rosenthal sobre la actividad hemolitica de la
clona EhA12.

La curva superior (e) indica el efecto del lisado de la cepa Y1090 de E. coli infectada con la
clona EhA 12 mas el inhibidor de Rosenthal. La curva inferior (¢) indica el efecto del inhibidor
de Rosenthal per se sobre la solucidn de eritrocitos. Incubamos a 37°C por 90 min, 25 pl de una
suspensién de la fraccion particulada de bacterias infectadas con la clona EhA12 y 25 pl de una
suspensidn de eritrocitos al 3 % con concentraciones variables del inhibidor de Rosenthal (0, 15,
30,90, 120 y 150 uM).

Promedios *+ DE de tres experimentos por triplicado.
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3.4 SUBCLONACION DEL DNAc¢ DE LA CLONA EhA12

3.4.1 Purificacion del bacteriéfago de la clona EhA12 y extraccion del DNA

Elegimos la clona EhA12 para el andlisis del DNAc. Para ello, realizamos una
propagacion a gran escala de los bacteriéfagos de la clona mencionada y extrajimos su
DNA. La concentracién obtenida del mismo fué de 500 ng/ul, con un aceptable grado de
pureza observado mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% y tincién con

bromuro de etidio.

34.2 Digestion con Eco Rl de la clona EhA12 para liberar el fragmento

recombinante

Realizamos una digestién con Eco Rl para observar, mediante electroforesis en
Zel de agarosa ¥ fincién con bromuro de etidio, la presencia y el tamano de la banda que
corresponderia al inserto que porta nuestra clona, la cual presentamos en la figura 13. El
tamafo observado con ayuda de un marcador de peso molecular fue de

aproximadamente 600 pares de bases.

3.4.3 Purificacion del inserto, ligacion a pBS I SK + y transformacion de bacterias

con pBS12 recombinante.

Obtuvimos aproximadamente 150 ng del inserto después de someterlo al proceso
de purificacion. Lo ligamos con el vector linearizado y utilizamos 80 ng
aproximadamente del producto de ligacion, para transformar 200 pl de bacterias calcio-

competentes. De la transformacién observamos la presencia de dos colonias blancas, (lo
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cual indicaba la presencia de un plasmido recombinante en el interior de la bacteria) las

cuales aislamos y propagamos para su posterior analisis.

pb

3530

1904

947

Figura 13. Identificacion del inserto de la clona
EhA12 subclenado en pBS12.
En los carriles 1 y 7 se abservan los marcadores de tamaio molecular (DNA de fago A cortado
con EcoRl y Hindll y DNA de pUC19 cortade con Alul, respectivamente), en el camil 2 la
clona EhA12 intacta y en el carril 3 la clona EhA 12 cortada con EcoRI. Il carril 4 corresponde
al vector pBSII SK+ y el carril 5 a la clona ¢n pBSII SK+ intacta (pBS12), mientras que el carril
6 representa la clona en pBSII SK+ cortada con EcoRI. La flecha sola indica la posicidn de los
insertos que codifican para la hemolisina dependiente de PLA,. Los nimeros en el marco
derecho del recuadro indican el mimero de pares de bases de los marcadores de menor peso

molecular.

3.4.4 Deteccion de un sitio Pst I interno en el inserto de la clona pBS12

Después que digerimos con Eco Rl y algunas otras enzimas de restriccién (Acc I,

Alu I, Bam HI, Hind I, Kpn 1, Pst 1, Pvu 11, Sac 1, Sma 1, Xho 1) los dos pldsmidos
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recombinantes que portaban el inserto de interés, determinamos el patrén de restriccion
de ambas clonas, observando que ambas presentaban el mismo inserto de acuerdo al
patrén de restriccion similar, y las tomamos como una sola clona, a la que denominamos
pBS12, en la cual observamos también solamente la presencia de un sitio Psz [ interno
que posteriormente fue aprovechado en la etapa de secuenciacién. En la figura 14
presentamos la fotografia del gel obtenido al correr una electroforesis con dichas

digestiones

123 45678910111213

Figura 14. Patron electroforético del inserto de la clona pBS12 digerido con
diversas enzimas de restriccion.
En esta figura podemos observar, en los carriles 1 y 13 los marcadores de tamano molecular
(DNA de pUC19 cortado con Alul y DNA de fago A cortado con EcoRl y Hindlll,
respectivamente). Del segundo al 12° carril se muestran las digestiones hechas con Eco RI (2),
Pst 1(3), Acc 1 (4), Pvu I (5), Bam HI (6), Hind 1 (7), Kpn 1 (8), Alu 1(9), Sac 1(10), Sma 1
(11), Xho I (12). Se observan las dos bandas caracteristicas que muestra pBSI SK+ nativo al
cortarlo con Alul y las tres handas al cortarlo con Pvull, El tamario del fragmento que se libera

con Pst [ es de aproximadamente 290 pares de bases.
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3.5 DETERMINACION DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA

3.5.1 Secuencia de nucleétidos de la clona pBS12

Determinamos una secuencia de 610 pb del inserto de la clona pBS12 incluyendo
las bases de la cola de poli(A). Presentamos la secuencia de bases en la figura 15,

mostrando el arreglo por tripletes, con los codones correspondientes al marco de lectura

de la B-Galactosidasa expresada por el gen lac Z del fago A gt-11.

GAATT CAG GCG CTT GCG CAT CTT GCG CAG |GIG] TGT
GGA GAG GCC GGG GCA CAG GAG GGC GCC GAG CGC GGT
GTG AGT GCT ATC CGT GAG CGC CTG GGG CCA CTG GTG
GAG CAG GGT CGT CAG CGC ACA GCC AAC CTA GGC GCT
GGC GCC GCC CAG CCC CTT CGA TCG CGT CCA GGC TTT
cac [ga)
CCGCATCCGAGGCTGGCTGGAGGAAGTGGGCAACCAGGCCC
GAGACCGCCTAGAGGAGGTGCGTGAGCAGATGGAGGAGGT
GCGCTCCAAGATGGAGGAGCAGACCCAGCAGATACGCCTGC
AGGCCGAGATCTTCCAGGCCCGCATCAAGGGCTGGTTCGAG
CCGCTAGTGGAAGACATGCAGCGCCAGTGGGCAAACCTAAT
GGAGAAGATACAGGCCTCTGTGGCTACCAACTCCATTGCCT
CCACCACAGTGCCCCTGGAGAATCAATGATCATCCCTCACCT
ACGCCCTGCCGCAACATCCATGACCAGCCAGGTGGCCCTGT
CCCAAGCACCACTCTGGCCCTCTGGTGGCCCTTGCTTAATAA
AGATTCTCCAAGCAAAAAAA

Figura 15. Secuencia de nucleétidos del DNAc del inserto de la clona pBS12
Las primeras cinco bases corresponden al pldsmido, dentro de las cuales se encuentra el sitio
EcoRI GAATTC. La citosina del sitio £coRI es 12 primera base de la secuencia del inserto. Se
encuentra encerrado en cajas el primer sitio GTG y el primer sitio TGA que se presentan en el

marco de lectura que corresponde al de 1a B-Galactosidasa expresada por el fago A gt-11.

70



3.5.2 Comparacion de la secuencia de la clona pBS12 con secuencias registradas en

el Genbank

Con ayuda de un servidor remoto, nos fue posible hacer una comparacién de la
secuencia que obtuvimos, con el banco de genes de los Estados Unidos. En la figura 16
mostramos la alineaciéon de la secuencia de la clona pBS12 con el fragmento de la
Apolipoproteina E de rata con la cual tuvo el mayor porcentaje de similitud (92%) en

dicha comparacién.

rdta AGATGCCCAAGCCCCTGATGCOGGATGCOOATCATCTGCAGRAGCGLCTGE ™ TCTA A
CzonA e e werm  wemwe CATCCE CT:GCGATCTTGLGCAGCT TGTGCA
® - *  ww -w * LA R A L
Tata - AGGCCGGGELACAGOAGEGCOCCOAGCCCOCTLTRACTGOTATCCATSAGCGC ToaAC
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Figura 16. Comparacién de la secuencia de la clona pBS12 con el fragmento de la

Apolipoproteina E de rata con la cual mostré el mayor porcentaje de similitud.
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3.5.3 Traduccion de la secuencia nucleotidica de la clona pBS12 a secuencia de

aminoacidos

Después de que localizamos un sitio de terminacion TGA en el marco de lectura
de la B-Galactosidasa, procedimos a determinar la secuencia de residuos de amino4cidos
comrespondiente, utilizando el cddigo genético. En la figura 17 mostramos dicha
secuencia que consta de 59 residuos de aminoécidos y un peso molecular calculado de
6.104 kDa mediante un programa de computo especializado, tomando en cuenta
solamente los aminodcidos correspondientes a la regién del inserto que se estd

traduciendo con el marco de lectura de la B-Galactosidasa.

gln ala leu ala his leu ala gln val cys gly glu ala gly ala gin glu gly
ala gla arg gly val ser ala ile arg glu arg len gly pro leu val glu
gln gly arg gln arg thr ala asn leu gly ala gly ala ala gin pro leu
arg ser arg pro gly phe glu OPA

Figura 17. Secuencia de aminoacidos traducida

del DNAc del inserto de la clona pBS12.

3.6 COMPARACION ENTRE EhA12 Y pBS12
3.6.1 Hibridacion tipo Dot-Blot
Con el objeto de asegurarnos que el inserto secuenciado de la clona pBS12 era el

mismo inserto que el de la clona aislada EhA12 en fago A, con actividad de PLA,,

procedimos a realizar este experimento marcando primero una sonda construida a partir
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del inserto obtenido de pBS12 y después haciéndola hibridar con los DNA de ambas

clonas. En la figura 18 mostramos los resultados obtenidos.

Figura 18. Hibridacion tipo Dot-Blot de las clonas EhA12 y pBS12.
La primera y la cuarta marca muestran las manchas correspondientes a 50 ng de pBS12 y 50 ng
de EhA12 respectivamente. La tercera marca corresponde a 25 ng de la clona Ehal2 y la

segunda corresponde a 50 ng del control negativo {DNA de pBLUESCRIPT SK +).

3.6.1.2 Digestion de los insertos de la elona EhAl2 y la clona pBS12 con cuatro

enzimas de restriccion

Un segundo experimento en esta etapa consistié en hacer cuatro digestiones con
enzimas de restriccién a ambos insertos, el obtenido a partir de la clona EhA12 y el
obtenido a partir de la clona pBS12, previamente purificados, encontrando que poseen
un patrén de restriccion idéntico. Mostramos los resultados en la figura 19, y en la tabla
XIV mostramos el patrén de corte observado con cada una de las enzimas en ambos

1nsertos.
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Figura 19. Patrones electroforéticos de los insertos de E. kistolytica liberados de la
clona EhA12 y de pBS12 con Bgll, Bgi I1, Pst 1y Pvu L.
Los carriles 1 y 12 corresponden al marcador de tamafio molecular molecular (DNA de fago A
cortado con EcoR1 y HindIl). El carril 2 corresponde a la clona EhA12 cortada con EcoRI. El
carril 7 corresponde a la clona pBS12 cortada con EcoRI. Los carriles 3,4,5y 6,8,9, 10y 11
muestran las digestiones con las cuatro enzimas en EhA12 y pBS12 respectivamente. Notese
que los tamanos de los insertos liberados de EhA12 y pBS12 son iguales, tambi¢n lo son los

patrones de restriccion.

Tabla XIV. Patrén de restriccion del inserto de las clonas EhA12 y pBS12 con

cuatro enzimas de restriccion.

ENZIMA PATRON EN PARES
DE BASES
Bgl 1 4205190
Bgl 1 330y 280
Pst1 307 y 303
Poul 450 y 160
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3.6.2 HIBRIDACION TIPO DOT-BLOT DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA
DE LA CLONA pBS12 CON DNA GENOMICO DE Entamocha histolytica

Con el propésito de cercioramos que la secuencia nucleotidica del inserto de la
clona pBS12 estaba presente en el DNA gendmico de E. histolytica, procedimos a
realizar este experimento marcando primero una sonda construida a partir del inserto
obtenide de pBS12 y después haciéndola hibridar con DNA gendmico de amibas. En la

figura 20 mostramos los resultados obtenidos.

3.63 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA PARA
ANALISIS DE PROTEINAS

Nuestro idltimo experimento consistio en correr una electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes para obervar la presencia y el tamafo
aproximado de cualquier banda que nos diera indicio de lo que se estaba expresando a
nivel de la traduccidn. Encontramos de esta forma, una banda de peso molecular
aparente de 14.9 kDa (Fig 21) de acuerdo a los marcadores de peso molecular que se
presentd en la clona EhA12 aislada del fago A (Fig 22). Dicha banda no se present6 ni en
la clona pBS12, ni en el resto de las clonas estudiadas (EhA11, EhA221 y EhO) asi como
tampoco en las bacterias utilizadas como cepas hospedadoras ni en los bacteriéfagos
purificados. En la figura 22 mostramos la grafica de interpolacién donde calculamos el

peso molecular de la proteina que expreso la clona EhA12.
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Figura 20. Hibridacién Dot-Blot del DNA genémico de E. histolytica con la sonda
construida a partir de pBS12.

Las manchas en la autorradiografia corresponden a las siguientes muestras:

DNA de rata, (1A, 10 mgy 1B, 5 mg); DNA de E. histolytica (2A, 1 mg y 2B, 0.5 mg); DNA
del bacteriéfago de la clona EhA12 (3A, 50 ng y 3B, 25 ng); DNA de una clona de fago A-gt-11
negativa para actividad de PLA; (4A, 50 ng y 4B, 25 ng); DNA de la clona pBS12 (5A, 5 ng y
3B, 2.5 ng); DNA de pBLUESCRIPT SK+ (6A, 5 ng y 6B 2.5 ng); Todas las muestras se
hibridaron con 50 ng de Ja sonda marcada con **P a partir de pBS12 durante 12 h a 42°C y

formamida al 50%.
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Figura 21. Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE).
En esta figura, mostramos en Jos carriles 1, 2 y 3 las protefnas de capside de los fagos
purificados de las clonas EhA12, EhA1l y EhA221 respectivamente. En los carriles 4 y 5
mostramos las cepas bacterianas E. cofi Y1090 y X1.1-Blue respectivamente. En los carriles 6 y
7, €l lisado de la clona EhA221 con y sin IPTG 100 mM. En los carriles 8 y 9, el lisado de la
clona EhA11 con y sin IPTG 100 mM, en los carriles 10 y 11 €l lisado de 1a clona EhA12 con y
sin IPTG 100 mM. En los crriles 12 y 13 mostramos el lisado de la clona pBS12 con y sin IPTG

1060mM y el carril 14 es un marcador de peso molecular para proteinas.
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Figura 22. Curva estindar de pesos moleculares de prtoeinas en geles de
poliacrilamida.
Esta curva se utilizé para calcular por interpolacién el peso molecular de 1a protefna expresada

en la clona EhA 12 que se muestra en la figura 21.
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CAPITULO IV

DISCUSION

Originalmente pensamos que era posible aislar clonas que produjeran proteinas
biolégicamente activas que pudieran estar involucradas en el mecanismo citolitico de E.
histolytica a partir de una biblioteca de expresion. Para ello, contamos con el antecedente
de las PLA; como probables factores de virulencia de E. histolytica, por lo que
disenamos un método para tamizar clonas in sifu que expresen actividad de PLA
directamente o que estimulen la actividad de PLA de la cepa Y1090 de E. coli. El
tamizaje se llevé a cabo directamente sobre la base de agar donde crecieron las bacterias
infectadas con la biblioteca de bacteriofagos A gt-11 y formaron las placas de lisis.

Para disenar dicho método consideramos lo siguiente: (a) gue los eritrocitos son
blanco de la actividad citolitica (Said-Ferndndez, S.; Lépez-Revilla, R. 1980), (b) que la
fosfatidilcolina de yema de huevo es el sustrato de las PLA, y (¢) que las condiciones de
ensayo que implementamos fueran las especificas para las fosfolipasas A, encontradas
en la fraccién P30 de E. histolytica (Vargas-Villarreal, J. 1991).

Las condiciones para aceptar como adecuado el procedimiento de tamizaje
descrito fueron las siguientes:

1. Que crecieran bien las bacterias a pH 8.0, condiciones en las que se ha reportado la
actividad méxima de la fosfolipasa-hemolisina amibiana (Long-Krug, S. A.; Fisher, K. J.
1985 y Said-Fernandez, S.; Lépez-Revilla, R. 1988).

2. Que las bacterias no produjeran halos de hidrélisis en la base de agar-YH-R6G.

3. Que los fagos fueran capaces de infectar y lisar a las bacterias en el medio
establecido.

4. Que pudieran observarse bien con ayuda del indicador fluorescente los halos de lisis
en el césped bacteriano producido por los fagos y también los halos de hidrélisis de

lecitina producidos por la fosfolipasa A amibiana recombinante en las UFP.
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Con esto en mente, pensamos que cultivando la cepa Y1090 en el medio habitual
(agar-NZCYM) adicionado con Ca** ImM y yema de huevo a pH 8.0 podriamos tener
halos de lisis de la yema de huevo sobrepuestos a las placas de lisis de las bacterias.
También podriamos visualizar las clonas positivas agregando una capa de rodamina 6G a
las placas de lisis. Nuestra suposicion resultd correcta y pudimos distinguir claramente
las clonas con una alta actividad de PLA sobre las que tenian la actividad basal de esta
enzima. Aislamos 10 clonas que expresaron actividad de PLA de acuerdo al método
disefiado. De estas 10 clonas, solamente 4 presentaron actividad significativamente
superior a la actividad de la clona usada como testigo negativo y a la de las bacterias
solas. De las cuatro clonas, una de ellas expresé actividad de PLA,. Sélo 3 clonas
(EhA12, EhA11 y EhA221) expresaron actividad de PLA; y fueron utilizadas para los
estudios posteriores,

Por otro lado, EhA12 presentd una actividad hemolitica significativamente mayor
a la de las clonas EhAll y EhA22] y ademds, en el curso temporal de hemdlisis de los
lisados de E. coli infectados con esta clona la actividad hemolitica fué inmediata, a
diferencia de las otras dos, en las que la hemélisis se manifesté después de cierto tiempo
de incubacién. Sin embargo, EhA12 present6 la menor actividad especifica de PLA; en
forma significativa respecto a EnA1l y EhA221.

A pesar de esto iltimo, decidimos usar la clona EhA12 para terminar el presenie
trabajo, porque las caracteristicas encontradas eran las mas parecidas a la PLA;
purificada previamente por nuestro grupo de trabajo (Vargas Villarreal 1., 1991).

En cuanto a las caracteristicas del inserto portado por la clona EhA12, el tamaiio
aproximado esperado era de 409 a 820 pares de bases, pues las PLA; tienen un peso
molecular de 15 a 30 kDa. (Opperdoes, F. R.; Van Roy, J. 1982). Nuestro inserto tiene
610 pares de bases, lo cual es congruente con lo esperado, sin embargo, en contra de lo
esperado, la secuencia nucleotidica de nuestro inserto no mostré ninguna similitud con
secuencias de DNAc conocidas de PLA;, pero si mostré similitud del 92% con
apolipoproteina E de rata y 67 % con apolipoproteina E de humano. En ambos casos

dicha similitud correspondié sdlo a un segmento de aproximadamente 50% de la
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secuencia total de las apolipoprotefnas E hacia el extremo 3’ de la secuencia de

nucleétidos.

Por otro lado, no aparecid un codén tipico de iniciacién en el inserto, lo cual
indica que la clona EhA12 es probablemente portadora de un DNAc incompleto, que es
frecuente en bibliotecas construidas hace 5 o mas ahos, como ia que utilizamos.

(Lorence Mertz, Life Technology, comunicacién personal).

En la secuencia de nucleétidos existe nn codén de terminaciéon (TGA) que
corresponde al aminodcido en posicidn 60.

Todos los resultados anteriores dieron pie a la formulacion de las siguientes
preguntas:. (A) ;fue correcta y sin riesgo de contaminaci6n la subclonacién que se hizo
de fagoh a pBLUESCRIPT SK + para poder secuenciar?, (B) ;el inserto
correspondiente a la clona EhA12 es en realidad una PLA; con secuencia distinta a las
reportadas, o es un péptido que sobreestimula la actividad de PLA, de la cepa Y1090 de
E. coli? y (C) (la secuencia obtenida de la clona esta realmente presente en el genoma de
E. histolvtica?.

Para responder a la primera pregunta, consideramos lo siguiente: (i) secuenciar
directamente el inserto en el fago de la clona EhA12, pero esto no estaba a nuestro
alcance de momento. (ii) determinar la actividad hemolitica y de fosfolipasa en el
vehiculo de subclonacion (la clona pBS12), pero esto no fue posible porque el inserto en
el plasmido tiene un marco de lectura diferente. Por lo tanto purificamos los insertos de
ambas clonas, la construida en fago y la subclonada en pBS II SK+ (EhAl12 y pBS12) y
los incubamos en presencia de varias nucleasas para analizar los patrones de restriccion
correspondientes. Encontramos que dichos patrones fueron idénticos (ver fig. 17). Por
otro lado, hibridamos el DNA de las clonas EhA12 y pBS12 con una sonda costruida 2
partir de la clona en pBS Il SK+. Encontramos que las sondas sf hibridaron con el DNA
de la clona en fago A. Estos dos ultimos experimentos nos permiten concluir que el
inserto original en la clona EhA12 y el inserto subclonado en la clona pBS12 tienen

exactamente la misma secuencia.

La otra pregunta importante a responder fue si la secuencia que encontramos

corresponde a una secuencia del genoma de E. histolytica.
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Esto pudo comprobarse mediante la hibridacion del DNA genomico de E.
histolytica con una sonda construida a partir de la clona pBS12. Los resultados fueron
positivos en la hibridacién de la sonda con el genoma de E. histolytica y con el genoma
de rata y negativos con los vectores pBLUESCRIPT O SK + y bacteriéfago A gt-11
nativos, lo cual apoya fuertemente que la secuencia de la clona EhA12 esta presente en
el genoma de E. histolytica.

Como ultimo experimento, realizamos una SDS-PAGE para proteinas para
analizar el aspecto de la banda y €l peso molecular aparente de la proteina expresada por
la clona EhAl12, con la cual pudimos evidenciar una banda de aproximadamente 14.9
kDa que no estd presente en ninguno de los testigos incluidos en el gel. Esta banda es
muy ancha, lo que indica que la proteina esta sobreexpresindose y estd inducida por
IPTG. La proteina de 14.9 kDa no se encontré en la clona pBS12, lo cual también era de
esperarse, pues al traducir la secuencia de nucleétidos, utilizando su propio marco de
lectura, inmediatamente al principio, después de 22 aminoadcidos hay un codén de
terminacién. En la clona EhA12, ademas de la banda de 14.9 kDa, también fué posible
encontrar la banda correspondiente a la B-Galactosidasa. Como no se determiné la
secuencia del péptido de 14.9 kDa, cuya sintesis dirigié el DNA de E. histolytica, no
podemos determinar en este momento si se trata de un péptido de fusién compuesto por

un segmento de B-Galactosidasa y otro de la protefna de E. histolytica, o la totalidad de

la secuencia corresponde a una proteina amibiana.

6.1 Posible significacion bioloégica de la presencia de una secuencia de

Apolipoproteina E en el genoma de E. histolytica

Existen evidencias de que dos fragmentos de cualquiera de las 3 principales
isoformas de ApoE (2, 3 y 4) generados por proteasas de las mismas células, poseen
actividad citostética y citotéxica hacia linfocitos T dependientes de interlencina 2 (Clay-

MA; Anantharamaiah-GM; Mistry-MJ; 1995). Por lo tanto no ¢s totalmente inesperado
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que el péptido que se sintetiza dirigido por el inserto de la clona EhA12 que tiene
similitud con Apo E, tenga actividad hemolitica per se.

Nuestros resultados demostraron que la actividad hemolitica observada en los
lisados de E. coli, cepa Y1090 infectadas con la clona EhA 12 depende de la actividad de
PLA,, porque dicha actividad se inhibié con un inhibidor especifico de PLA,, el
inhibidor de Rosenthal (ver fig. 10). Por otro lado, existen también evidencias del efecto
de ApoE sobre la hidrélisisis de FC y triacilglicerol por una lipasa hepitica,
encontrandose que la lipasa aumenta su actividad 1.8 veces mas hacia la FC por accién
de la ApoE y la hidrélisis de triacilglicerol se aumenta en 1.5 veces mas; mientras que
las otras apolipoprotefnas conocidas inhiben la hidrélisis (Thuren-T; Sisson-P; Waite-M;
1991). Este hallazgo sugiere que el péptido de 14.9 kDa de la clona EhA12 estd
sobreestimulando la actividad de PLA; de las c€lulas bacterianas hospedadoras del fago
y éstas a su vez producen una fuerte actividad hemolitica. Sin embargo, con los
resultados obtenidos en el presente trabajo, no es posible descartar una actividad de
PLA; y hemolitica intrinsecas en el péptido de 14.9 kDa antes mencionado.

Se han descrito hasta ahora 4 isoformas de ApoE, las cuales tienen una sola
cadena polipeptidica y su secuencia es conservada. Las ApoE son constituyentes de
varias lipopropteinas del plasma. Estas proteinas tienen un peso molecular de 34 kDa y
son importantes en €l metabolismo del coiesterol y otros lipidos en los mamiferos
(Elishourbagy, N.; Mahley, W.; Taylor, J. 1985). El DNAc de la ApoE posee alrededor
de 1090 nucledtidos y aproximadamente 360 amino4cidos; estos valores corresponden a
casi el doble de la secuencia de nucledtidos de la clona EhA12. De ahi que posiblemente
de la parte media de la ApoE hacia el extremo 3" se encuentra la mayor parte de la regién
activa de dicha proteina. Por otro lado, en esta regién se localizan la actividad citostdtica
del péptido reportado por Clay-MA y cols (Clay-MA; Anantharamaiah-GM; Mistry-MI;
1995) y el dominio de unidn al receptor (Elishourbagy, N.; Mahley, W.; Taylor, J. 1985).

El conjunto de todas las evidencias parecen indicar que la proteina podria tener
un signhificado en la virulencia de E. histolytica, si ésta es procesada por las amibas y/o

las células blanco para generar el péptido que encontramos.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES
1.- Con el presente trabajo, hemos descrito un nuevo método para tamizar in situ clonas

portadoras de secuencias de DNAc que codifiquen para fosfolipasas A;, A; o B o para

factores que sobreestimulen la actividad de estas mismas enzimas de la cepa E. coli

Y1090.
2.- Aislamos la clona EhA21, que expresa actividad de PLA,
3.- Aislamos las clonas EhA11, EhA12 y EhA221 que expresan actividad de PLA,.

4.- La clona EhA12 induce la mayor actividad hemolitica de las clonas aisladas en

lisados de la cepa E. coli Y 1090. Esta actividad es inmediata.

5.- La actividad hemolitica mostrada por la clona EhA12 en lisados de la cepa Y1090

depende de una actividad de PLA;.

6.- El inserto de Ja clona EhA12 tiene una secuencia con un 92% de similitud con el
extremo 3”7 de la secuencia que codifica para la apolipoproteina E de rata y un 67% con

respecto a 1a ApoE de humano

7.- Se encontré un péptido de 14.9 kDa que indujo una actividad hemolitica notable.

8.- El péptido de 14.9 kDa fué sintctizado por las bacterias infectadas con la clona

EhA12 y su sintesis fué dirigida por el inserto de E. histolytica clonado en este trabajo.

9.- La secuencia de DNAc de la clona EhA12 estd presente en el genoma de E.

histolytica.



CAPITULO VI

PERSPECTIVAS

La siguiente etapa de este trabajo consistird en conocer la secuencia completa del
DNAc que codifica para el péptido con alta homologia para Apolipoproteina E.

Es necesario investigar si dicha secuencia dirige la sintesis de una proteina con
las mismas propicdades que encontramos en la clona EhA12 y/o se genera un péptido
igual al que analizamos en el presente trabajo.

Otra posibilidad seria investigar si las amibas tienen este péptido y/o la
Apolipoproteina E, y si ésta proteina y/o péptido tiene actividad sobre leucocitos
polimorfonucleares, eosindfilos y/o macréfagos; o directamente sobre hepatocitos.
Ademds serd importante establecer si transformando con el inserto de la clona EhA12
una clona no virulenta de E. fiistolytica proveniente de una cepa virulenta, es posible que
dicha clona recupere su virulencia. Esto mismo deberd hacerse con la secuencia
completa del DNAc que codifica para la proteina andloga amibiana.

Por otro lado para continuar con esta linea de investigacion ya establecida, se
secuenciardn las otras clonas que mostraron actividad de PLA,;, PLA, o PLB. Es
importante probar si alguna de las otras clonas con actividad de fosfolipasa aisladas
incrementan la virulencia de clonas de E. histolyrica con escasa actividad de fosfolipasa
A y nula capacidad de producir abscesos hepdticos en hdmsters infectados
experimentalmente. Finalmente, ofra interrogante a responder, es conocer si los
protozoarios expresan la Apolipoproteina E y, de ser asi, cual es el papel de estas
proteinas en los dichos organismos. Este trabajo nos ha permitido avanzar un poco mas
en el estudio acerca de los factores de virulencia en el mecanismo patogénico de E.

histolytica.
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“La verdad es un fuego fatuo que sélo puede ser captado con la red de
los que desprecidndola llevan a cabo pacientes experimentos, es una
gran coqueta; no hay que buscarla con demasiada pasion, pues con

frecuencia se rinde mds bien a la indiferencia. Se escapa cuando parece
que la tenemos presa, pero se entrega si se le espera pacientemente; se
revela ella misma después de habernos despedido de ella, pero es

inexorable cuando se le ama con excesivo fervor”

Ernesto Rendn
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