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Resumen

RESUMEN
Recientemente nuestro grupo demostré que la Muerte Celular Programada (MCP)
en Entamoeba histolytica, es inducida in vitro por el antibiético aminoglicésido
G418. En este trabajo estudiamos la expresion diferencial de genes durante
etapas tempranas de MCP inducida por G418, para determinar si los cambios
bioquimicos y morfolégicos de la muerte celular, coinciden con los cambios
moleculares que reflejen un programa genético. Utilizando la tecnologia de cDNA-
Polimorfismo de longitud en fragmentos amplificados (AFLP’s) y analisis in silico,
demostramos una expresion diferencial en genes durante fases tempranas de
MCP en E. histolytica inducida por G418. Los genes que identificamos codifican
para proteinas homélogas a la Glutaminil-tRNA sintasa, las Subunidades
Ribososmales 40S y 16S, a la Saposina-like, al Regulador silenciador de
informacion-2 (Sir-2), y a las Graininas 1 y 2. Utilizando retrotranscripcion y PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-Q-PCR) encontramos que glutaminil t-RNA
sintetasa, sir-2, graininas y saposina-like se sobreexpresaron 55.63, 122.52,
80.26, 132.11 y 194.09 veces mas respectivamente, en relacion al control después
de 30 min de la induccién de MCP, mientras que esta expresion disminuyo6
dramaticamente a los 60 min. Por otro lado la sobreexpresion de genes
ribosomales incrementé solo 7 veces por arriba del nivel basal de expresion,
mostrando una disminucion progresiva después de los 90 min. Glutaminil t-RNA
sintetasa, sir-2 y las graininas 1 y 2 pudieran estar actuando como reguladores
negativos de la MCP, intentando controlar los cambios bioquimicos relacionados

con la activacion de dicho fenémeno. En contraparte, la sobreexpresion de

Vi



Resumen

saposina-like, pudiera estar actuando como un regulador positivo de apoptosis
activando algunas de las rutas de muerte celular.

Nuestros resultados dan evidencia de los primeros genes identificados durante
estadios tempranos de MCP en E. histolytica, que pudieran estar implicados en la

regulacion de rutas apoptoticas.
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ABSTRACT

Recently our group demonstrated that Programmed Cell Death (PCD) in
Entamoeba histolytica, is induced in vitro by G418 aminoglycoside antibiotic. In this
work we studied the differential gene expression during early stages of PCD
induced by G418, to ascertain if biochemical and morphological changes
previously observed are paired to molecular changes that reflect a genetic
program.

Using cDNA-amplified fragment length polymorphisms (AFLPs) and in silico
derived analysis we showed in E. histolytica a differential gene expression during
PCD induced by G418. The genes identified encoded for proteins homologous to
Glutaminyl-tRNA synthase, Ribosomal Subunit Proteins 40S and 18S, Saposin-
like, Silent Information Regulator-2 (Sir-2), and Grainins 1 and 2. Using real-time
guantitative PCR (RT Q-PCR), we found that glutaminyl-tRNA synthetase, sir-2,
grainins and saposin-like genes were overexpressed 55.63, 122.52, 80.26, 132.11
y 194.09 fold respectively, relative to control after 30 min of PCD induction, while
it's expression dramatically decreased up to 60 min. On the other hand,
overexpression of ribosomal genes increased only 7 fold of basal expression,
showing a progressive down regulation up to 90 min. glutaminyl-tRNA synthetase,
sir-2 and grainins could act as negative regulators of PCD, trying to control the
biochemical changes related to PCD activation. Overexpression of saposin-like
gene could act as up regulator of some cell death pathways. Our results give
evidence of the first genes identified during the early stage of PCD in E. histolytica

that could be implicated in regulation of apoptotic pathways.
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Intreduccidn

1. INTRODUCCION
1.1. Muerte Celular Programada
La Muerte celular programada (MCP) comunmente mencionada como sinénimo de
apoptosis es un proceso evolutivamente conservado, activo, genéticamente
regulado en el cual la célula sistematicamente se inactiva, degradando su propia
estructura hasta completar su muerte (Jiang y cols 2004).
En organismos pluricelulares este proceso es esencial para el apropiado
desarrollo, funcion, eliminacion, y mantenimiento de homeostasis celular y en
organismos unicelulares se describe como fundamental en la regulacién y
mantenimiento de poblaciones celulares bajo condiciones fisiolégicas vy
patolégicas.
El concepto de MCP fue descrito morfologicamente por Kerr y colaboradores en
1972 (Kerr y cols 1972) y se comprob6 molecularmente en los afios noventas por
Horvitz, al mostrar en Caenorabditis elegans, rutas de sefalizacion que
controlaban la muerte celular de un grupo de células neuronales durante su
desarrollo (Horvitz y cols 1994).
1.2. Caracteristicas de la MCP
Durante la MCP se observan cambios morfolégicos consecuencia de los eventos
bioquimicos y moleculares. Uno de los eventos tempranos de la apoptosis es la
deshidratacion celular y por consecuencia la pérdida del balance id6nico que
ocasiona pérdida de potasio, reduccion de pH, condensaciéon del citoplasma y

cambios en la forma y el tamafio celular.
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Una caracteristica especifica de la apoptosis en la fase inicial, es la conservacion
de la integridad estructural y funcional de la membrana plasmatica, de los
lisosomas y de la mitocondria, aunque en esta ultima el potencial transmembranal
disminuye (Castedo y cols 1996, Darzynkiewicz y cols 1982).

Uno de los cambios caracteristicos de una célula en apoptosis, es la
condensacion y agregacion de la cromatina nuclear. La condensacion comienza
en la periferia nuclear, con un patron en forma de media luna y la membrana
nuclear se desintegra, produciendo fragmentacion nuclear (Magno y cols 1995). El
estudio molecular de la cromatina revela una degradacién ordenada, primero en
fragmentos largos de 30-50 kilobases y luego en fragmentos internucleosomales
de 180-200 pb (Arends y cols 1990, Compton y cols 1992, Wyllie y cols 1992).
Estos productos de degradacién del DNA generan el tipico patrén en escalera en
una electroféresis de geles de agarosa. Sin embargo, a pesar de ser el cambio
mas caracteristico de una célula en apoptosis, se ha reportado que no ocurre en
todos los tipos celulares aun y cuando presentan los otros cambios tipicos de
apoptosis (Jacobson y cols 1994, Schulze-Osthoff y cols 1994).

Otros cambios caracteristicos de una célula en apoptosis son la liberacion del
calcio intracelular ( McConkey y cols 1989), la activacion de la transglutaminasa
gue une proteinas citoplasmicas (Piacentini y cols 1995), la pérdida de
microtubulos (Endersen y cols 1995), la dilatacién del reticulo endoplasmico y su
fusién con la membrana plasmatica, la pérdida de la asimetria de los fosfolipidos

de la membrana plasmatica, que permite la exposicion de la fosfatidilserina en la
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cara externa de la membrana plasmatica (Fadok y cols 1992) y la generacion de
especies reactivas de oxigeno (Cheny cols 2005).

En la fase final de la apoptosis los fragmentos nucleares junto con los
constituyentes del citoplasma y organelos, son empaquetados y envueltos por la
membrana plasmatica formando pequefas vesiculas que son separadas de la
célula como fragmentos que se denominan cuerpos apoptéticos. Cuando la
apoptosis sucede in vivo, los cuerpos apoptoticos son fagocitados, sin
desencadenar ninguna respuesta inflamatoria en el tejido (Compton y cols 1992,
Kerry cols 1972, Magno y cols 1995, Wyllie 1992, Wyllie y cols 1992).

La mayoria de los cambios que se observan en la apoptosis son ejecutados por
una subfamilia de cistein aspartato proteasas conocidas como caspasas (Alnemri
y cols 1996). El analisis filogenético indica que esta familia de genes esta
compuesta por dos grandes subfamilias que estan relacionadas con la enzima
convertidora de interleucina-1 b (ICE grupo inflamatorio), o con el homélogo de
mamiferos del gen ced-3 (grupo apoptético). Todas comparten similitudes en la
secuencia de aminoacidos, en la estructura y especificidad de sustratos
(Budihardjo y cols 1999).

Las caspasas son sintetizadas como zimdgenos enzimaticamente inactivos que
deben ser cortadas proteoliticamente para ser activadas. Contienen tres dominios:
un prodominio N-terminal, un dominio grande (p20) que contiene el centro activo
con cisteina dentro de un motivo conservado QACXG, y un dominio pequefio
(p10) en el C-terminal. Como su nombre lo indica son proteasas que cortan

después de un residuo de &cido aspartico. (Stennicke y cols 1998).
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Por la funcion de sefializacion que median en el proceso apoptético se clasifican
como caspasas iniciadoras (2, 8, 9, 10, y 12) a las que activan proteoliticamente a
otras caspasas Yy son activadas por interacciones reguladas proteina-proteina,
mientras que las caspasas efectoras (3, 6 y 7) son aquellas que procesan a su vez

otros sustratos proteicos que actuaran en las distintas vias de apoptosis.

1.3. Mecanismos moleculares de MCP

Como mencionamos anteriormente la MCP es un proceso activo, genéticamente
regulado, que responde a estimulos intracelulares y extracelulares, y que ha sido
identificado en todos los organismos multicelulares analizados y en un namero
considerable, y que va en aumento, de organismos unicelulares (Amitai y cols
2004, Madeo y cols 2002, Nasirudeen y cols 2004 Welburg y cols 1996, Kosec y
cols 2006, Billaut y cols 1996, Lee y cols 2002).

Dependiendo de la participacion de las caspasas, los mecanismos se han
clasificado como dependientes e independientes de caspasas (figura 1).

1.3.1. Mecanismos dependientes de Caspasas

Las dos principales vias que conducen a la activacion de las caspasas han sido
bien caracterizadas en eucariontes superiores y son: i) la via extrinseca, en la que
la sefial de muerte es generada por la unién de un ligando de muerte a su receptor
de la superficie celular y ii) la via intrinseca en la que la sefial de muerte es

generada en el interior de la célula y es regulada por las mitocondrias (figura 1).
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Figura 1. Mecanismos moleculares de Muerte Celular Programada. Las lineas
continuas indican activacién y las lineas discontinuas indican inhibicién. (V.Sanchez,

2010)

1.3.1.1. Via extrinseca o de los receptores de muerte

Esta ruta es iniciada por hormonas o agonistas de la superfamilia del factor de
necrosis tumoral (TNF), que incluyen TNFR1, Fas (CD95), DR3/WSL y los
receptores del ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF (TRAIL del
inglés TNF-related apoptosis-inducing ligand,) TRAIL/Apo-2L (TRAIL-R1/DR4,

TRAIL-R2/DR5). Estos agonistas reconocen y activan sus correspondientes
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receptores miembros de la familia de receptores TNF/NGF tales como TNFRL1,
Fas/CD95 y Apo2 (Ashkenazi y cols 1998). La interaccién proteina-proteina
involucra dominios que incluyen el dominio de muerte (DD del inglés death
domain) y el dominio efector de muerte. Los receptores reclutan proteinas
especificas adaptadoras que forman un complejo llamado complejo de
sefializacion que induce muerte (DISC del inglés death-inducing signalling
complex,), el cual activa a la caspasa iniciadora 8 y a la caspasa 10 que
posteriormente activan a caspasas ejecutoras como la caspasa 3y 7.

La inhibicion de esta ruta es realizada por proteinas que se unen al complejo,
evitando el reclutamiento y la activacion de la caspasa 8 (Thome y cols 1997, Hu y
cols 1997, Bertin y cols 1997, Yeh y cols 2000).

Otro mecanismo de regulacion en esta via es a través de las proteinas de choque
térmico (HSP del inglés heat-shock proteins,) que pueden actuar inhibiendo la
activacion de caspasas al interactuar directamente con el factor activador de
apoptosis (Apaf-1) (Jiang y cols 2004, Jaattela 1999, Xanthoudakis y cols 2000).
1.3.1.2. Viaintrinseca o mitocondrial

La via intrinseca o mitocondrial se ejecuta en respuesta al dafio celular interno
tales como el dafio genético, el desbalance electrolitico y el estrés oxidativo, entre
muchos otros. Esta via se inicia con la liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria,
el cual se une al Apaf-1 para formar el complejo denominado apoptosoma que
activa a la caspasa 9, requiriendo para esto dATP o ATP, posteriormente la

caspasa 9 activa las procaspasas 3y 7.
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La regulaciéon de esta via es sumamente compleja, y depende en gran medida de
la participacion de la familia de proteinas Bcl-2 regulando la liberacion del
citocromo ¢ (Adams y cols 1998, Antonsson y cols 2000). Esta familia consta de
19 miembros que se han clasificado en tres grupos, basandose en similitudes
estructurales y funcionales. Cada miembro posee al menos uno de los cuatro
motivos conservados denominados BH: BH1-BH4. Los miembros del grupo I,
como Bcl-2 y Bcl-X L, poseen actividad antiapoptética y se caracterizan por tener
los cuatro dominios BH. El grupo Il consta de miembros de la familia de Bcl-2 con
actividad proapoptética, como Bax y Bak, éstos solo presentan tres dominios BH
(BH1-BH3). Los miembros del grupo Il como Bid, Bad, Bim, Bik, Puma, también
tienen actividad proapoptotica; todos ellos se caracterizan por la presencia de un
Unico dominio BH3. La activacibn de estos miembros proapoptéticos puede
producirse a través de protedlisis, defosforilacion y probablemente otros
mecanismos aun no determinados (Adams y cols 1998; Antonsson y cols 2000).
Otro proceso relevante de regulacion en esta via es a través del reticulo
endoplasmatico, el cual es un importante sensor del estrés celular provocando la
liberacién del calcio en el citoplasma, induciendo la permeabilizacion de la
mitocondria y liberacion de citocromo c¢, asi como otras vias de muerte
mitocondrial. Ademas, el calcio promueve la activacién de calpainas y catepsinas
gue activan a caspasas (Lee y cols 1993).

Las proteinas mitocondriales Smac (del inglés second mitochondria-derived

activator of caspases) (Du y cols 2000) o DIABLO (del inglés direct IAP-binding
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protein with low pl) (Verhagen y cols 2000) regulan esta via inactivando a las
proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPS).

Normalmente las IAPs protegen a las caspasas de ser activadas en forma erratica
en el estado de supervivencia celular, por lo que Smac neutraliza su actividad, y
favorece la muerte a través de las caspasas (Du y cols 2000).

1.3.2. Mecanismos Independientes de Caspasas

Independientemente de la participacion de caspasas se han descrito varias
proteinas que actuan directamente promoviendo el proceso de apoptosis como el
factor inductor de apoptosis (AIF) (Susin y cols 1999) y la endonucleasa G (Li y
cols 2001); ambos estan involucrados en la fragmentacion del DNA vy
subsecuentemente en la condensacion de cromatina.

Ademas se ha descrito también la proteina Omi (Htr2) (del inglés high-temperature
requirement) la cual también es liberada de la mitocondria y tiene un doble papel
en la muerte celular: i) la inactivacion de las IAPs y ii) la actividad de serin-
proteasa (Suzuki y cols 2001, Martins y cols 2002, Hegde y cols 2002, Van Loo y
cols 2002) (figura 1).

1.4. MCP en parasitos unicelulares

La MCP es un proceso fundamental en organismos unicelulares, descrito desde la
década de los noventas en algunos parasitos unicelulares como tripanosomatidos
(Ameisen y cols 1995, Welburn y cols 1996, Moiera y cols 1996), Blastocystis
hominis (Tan y cols 2001), Plasmodium falciparum (Picot y cols 1997, Al-Olayan y
cols 2002) y recientemente en Entamoeba histolytica (Villalba y cols 2007, Ramos

y col 2007, Ghosh y cols 2010). En parasitos protozoarios unicelulares se
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especula que la MCP es un factor importante para la seleccion clonal, para evadir
la respuesta inmune y para regular el tamafio de la poblacion (Bruchhaus y cols
2007). La MCP en organismos unicelulares se ha descrito como un evento que
comparte caracteristicas morfologicas y bioguimicas con los eucariontes
superiores, incluyendo la participacion de genes homodlogos a los organismos
superiores, aunque no se han descrito aun rutas precisas de sefalizacion
molecular.

Algunos de los genes que recientemente se han descrito son la caspasa like-3 en
B. hominis (Nasirudeen y cols 2004), metacaspasas en P. falciparum (Le Chat y
cols 2007), y una endonucleasa G en tripanosomatidos similar a eucariontes
superiores liberada de mitocondria y con actividad nuclear (Gannavaran y cols
2008). Asi mismo, se ha demostrado la participacion del factor de elongacién 1-
alfa como regulador de la expresién de genes involucrados en el evento de MCP
(Billaut y cols 1996, Ouaissi 2003).

En Tripanosoma, la MCP se ha correlacionado con la induccion de los genes que
codifican para la prohibitin (regulador de crecimiento celular) y RACK (receptor
gue activa a la proteina cinasa c) (Welburg y cols 1998). En T. brucei, se ha
demostrado un mecanismo para MCP dependiente de calcio (Ridgley y cols1999),
y recientemente se han identificado metacaspasas (Kosec y cols 2006) y se ha
demostrado la sobreexpresion de una superéxido dismutasa mitocondrial
dependiente de fierro que tiene una actividad citoprotectora (Piacenza y cols

2007).
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En Leishmania, la MCP se ha relacionado con la actividad de una caspasa- like
(Lee y cols 2002, Zangger y cols 2002, Das y cols 2001), y proteina centrin, una
proteina que une calcio (Selvapandiyan y cols 2004), y con la liberacion de
citocromo c¢ (Arnoult y cols 2002). Por otra parte, la sobreexpresion de los genes
sir-2 (del inglés Silent Information Regulator) y peroxirredoxina mitocondrial, ha
sido relacionada con actividad antiapoptética (Vergnes y cols 2002, Vergnes y cols
2005, Harder y cols 2006).

En E. histolytica, se ha descrito caracteristicas morfolégicas y bioquimicas
similares a la MCP de los eucariontes superiores, pero aun no se ha descrito algun
mecanismo molecular ni se ha demostrado la participacion de genes relacionados
a MCP.

1.4.1. Generalidades de E. histolytica

1.4.1.1. Morfologia

E. histolytica es el parasito protozoario entérico causante de la amibiasis intestinal
y extraintestinal, que se presenta en la naturaleza en tres estadios morfolégicos:
trofozoito, prequiste y quiste (figura 2).

El trofozoito corresponde a la forma vegetativa y mévil que emite pseuddpodos a
base de material protoplasmico locomotor, su didmetro varia de entre las 10 y 60
micras, su citoplasma presenta dos zonas bien diferenciadas i) el ectoplasma que
es hialino y transparente sin inclusiones, y ii) el endoplasma que presenta una
gran cantidad de inclusiones por lo que es granuloso.

En el endoplasma se observan vacuolas, lisosomas, cisternas aplanadas

semejantes a los sistemas de Golgi y un sistema reticular membranoso similar a
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un reticulo endoplasmico (Chavez-Munguia y cols 2008), ribosomas,
polirribosomas, un nucleo esférico, sin posicion fija de aproximadamente 5 a 7
micras con un endosoma central y se han detectado estructuras que contienen
DNA extracromosomal (Orozco y cols 1997).

El prequiste es el estadio que se presenta cuando las condiciones del medio
ambiente en que se mueve el trofozoito son desfavorables para su vida, es
esférico, inmovil, sin diferenciacion de ectoplasma y endoplasma, con pared
gruesa y con un solo nucleo.

El quiste es la forma infectante en la naturaleza, esférico con un tamafio
aproximado de entre 5 y 20 micras, con cuatro ndcleos y una pared gruesa,

presenta en ocasiones una vacuola con glucogeno.

Figura 2. Estadios morfolégicos de E. histolytica. A. Trofozoitos y B. Prequistes y
Quistes. Tomado de (http://jpkc.sysu.edu.cn/jscx/Textbook/six-2.html)
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1.4.1.2. Ciclo Biolégico

La parasitosis se adquiere al ingerir los quistes que corresponden a la fase
infectante para el humano. Estos se transmiten principalmente a través de
alimentos y bebidas contaminadas, o a través de otros mecanismos menos
frecuentes que incluyen algunos tipos de practicas sexuales. Una vez que el quiste
es ingerido, viaja por el aparato digestivo hasta el ileon donde desenquistan,
originando un protoplasto desnudo tretranucleado que da lugar a ocho trofozoitos
metaquisticos, que migran al ciego y se adhieren a la mucosa intestinal. Los
trofozoitos pueden invadir la mucosa intestinal y producir desde sintomas leves
hasta disenteria grave. Una vez invadido el epitelio intestinal, el parasito puede
diseminarse a través de la sangre, originando lesiones extraintestinales
principalmente en higado, y con menos frecuencia en pulmén, cerebro, piel,
organos genitales, bazo y rifidn. Alternativamente, bajo condiciones alin no
determinadas, los trofozoitos pueden enquistarse, salir al ambiente con las heces
y contaminar agua y alimentos e infectar nuevamente a otros individuos,

completando asi su ciclo de vida (Martinez-Palomo 1989) (figura 3).
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Trofozoitos

Al huésped

Ex Quistacion Trofozoitos
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Figura 3. Ciclo de vida de E. histolytica
Tomado de (http://www.dpd.cdc.gov/DPD/HTML/Amebiasis

1.4.1.3. Epidemiologia
E. histolytica tiene una distribucion mundial que afecta en especial a los paises en

vias de desarrollo, infecta alrededor del 10% de la poblacion mundial
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(aproximadamente 600 millones de personas), ocasiona anualmente alrededor de
100,000 muertes por complicaciones (Organizacion Mundial de la Salud 1997).
Los datos mas recientes sobre la prevalencia de la infeccién en México evaluados
mediante un método molecular (PCR), muestran que existe una prevalencia de
infeccion por E. histolytica del 13.8%, mientras que para la especie de E. dispar
(morfolégicamente indistinguible de E. histolytica) es de 9.7%, lo que hace un total
de 21% de la poblacion infectada por Entamoeba (Acufia y cols 1993, Ramos y
cols 2005).

1.4.1.4. Patogenia molecular de la amibiasis

La amibiasis presenta diferentes cuadros clinicos que se clasifican en i) amibiasis
no invasiva que incluye la tifloapendicitis amibiana, el ameboma y la colitis
amibiana fulminante y ii) amibiasis invasiva que incluye el abscesos hepatico
amibiano, la amibiasis pulmonar, amibiasis cutanea y mucosa y absceso cerebral
amibiano (Bernal y cols 1997).

Esta amplia variedad de manifestaciones clinico-patologicas de la enfermedad, no
esta asociada totalmente con los mecanismos moleculares que participan en la
expresion de los diferentes fenotipos de virulencia en la amiba, asi como de los
factores externos del hospedero y del ambiente que los activa.

En el mecanismo patogénico de E. histolytica se distinguen tres etapas sobre la
célula blanco: adhesion, citdlisis dependiente de contacto y fagocitosis (Martinez-

Palomo y cols 1986, Orozco y cols 1982, Ravdin 1986).
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1.4.1.4.1. Adhesion

El primer paso en la invasion intestinal por los trofozoitos de E. histolytica es el
contacto y la adherencia a las células del hospedero, esta requiere de un
mecanismo especifico que involucra moléculas de superficie del parasito llamadas
adhesinas y sus receptores presentes en las células blanco (Martinez-Palomo y
cols 1986).

Se han reportado varias proteinas de E. histolytica involucradas en el contacto con
las células blanco, entre ellas se encuentran las lectinas Gal-Lec y Gal/GalNac
(Ravdin y cols 1981, Petri y cols 1987), una adhesina de 112 kDa (Arroyo y cols
1987), la proteina de superficie celular de 220 kDa (Meza y cols 1987), el antigeno
lipofosfoglicano (Isibasi y cols 1982), las proteinas ricas en serina (SREHP) de 52
kDa (Stanley y cols 1990) y las proteinas de 90,70,50 y 24 kDa (Rodriguez y cols
1989).

De las proteinas que participan en la adhesion, las lectinas presentes en la
membrana plasmética de la amiba son las principales mediadoras de la
adherencia del parasito a células epiteliales, eritrocitos, y neutréfilos entre otros
(Ravdin y cols 1981, Chadee y cols 1987). Ademas se ha observado su
participacion en citdlisis (Chade 1987, Petri y cols 1990, Li y cols 1989) y evasién
del sistema inmune a través de la unién a factores del complemento y la
interrupcion de la formacion del ensamble del complejo del complemento sobre la

membrana de los trofozoitos (Braga y cols 1992, Reed 1986, 1990).
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1.4.1.4.2. Citolisis dependiente de contacto

Una vez que E. histolytica establece contacto con las células blanco ocurre la
citolisis, que esta mediada principalmente por dos proteinas: i) las cistein-
proteasas (CP) (Keene y cols 1990), y ii) péptidos formadores de poros llamados
ameboporos (Leippe y cols 1992, 1994, Young y cols 1992, Lynch y cols 1982,
Rosenberg y cols 1985, Bracha y cols 2002).

Las CP son proteinas de secrecidn, criticas para la invasion de tejido por su
capacidad para degradar componentes de la matriz extracelular como colagena,
elastina, fibrindbgeno y laminina (Keene y cols 1990, Mufioz y cols 1982, Serrano y
cols 1994). Se ha demostrado también su capacidad de interferir con la funcion del
sistema inmune, al inactivar al precursor inactivo de la IL-18 (Que y cols 2003),
hidrolizar a C3, IgG, IgA y las anafilatoxinas, como C3a y C5a (Quezada —Calvillo
y cols 1986, Kelsall y cols 1993, Tran y cols 1998, Reed y cols 1989).

Los ameboporos estan formados por una pequefia proteina que forma canales
ionicos entre los fosfolipidos de la membrana celular. Diversos estudios in vitro
han demostrado su actividad citototoxica contra diferentes lineas celulares
humanas y bacterias (Andra y cols 1994, Bracha y cols 2002, Berninghausen y
cols 1997).

Ademas de las CP y los ameboporos se ha descrito que los microfilamentos y el
flujo transmembranal de calcio son factores necesarios para que los trofozoitos de

E. histolytica puedan lisar a la célula (Ravdin y cols 1981, 1982, 1985).
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1.4.1.4.3. Fagocitosis

Consiste en la ingestion de fragmentos celulares, células vivas, particulas inertes y
la tipica ingestion de glébulos rojos (eritrofagocitosis). En este proceso la union del
parasito puede estar mediada por fuerzas electrostaticas, pero también existen
mecanismos altamente especificos donde intervienen moléculas de superficie
(Arroyo y cols 1987), CP (Ankri y cols 1998) y componentes del citoesqueleto
(Godbold y cols 1998). Este proceso esta acompafado por la formacién del
fagolisosoma (Stuart y cols 2005) dirigido por GTPasas y proteinas Rab, que
actian como moduladores en la regulaciéon de la fusion vesicular con las
membranas de la célula blanco.

1.4.1.4.4. Relacién hospedero-parasito

La relacion hospedero-parasito implica una serie de interacciones entre los
mecanismos de defensa del hospedero para la expulsiébn del patégeno y las
estrategias que desarrolla del parasito para modular la respuesta del hospedero y
favorecer su supervivencia.

En el intestino, los factores ambientales interaccionan con los trofozoitos tratando
de modular sus factores de virulencia. La mucina como principal constituyente de
la capa de mucosa intestinal, constituye una de las la primeras barreras de
defensa contra la invasion de E. histolytica. Sin embargo, se ha reportado que la
amiba modula la respuesta del hospedero a través de las CPs, ya que degrada al
polimero MUC2, el cual es el principal componente glucoproteico de la mucina
intestinal (Lidell y cols 2006). Por otro lado, se ha reportado también que la amiba

secreta un factor estable al calor que provoca hipersecrecion mucosa de las
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células caliciformes, dando como resultado el agotamiento de mucina y una
pérdida de la funcion de proteccion (Tse y cols 1992).

Respecto a las interacciones entre la flora bacteriana residente en el intestino y
E. histolytica, se ha documentado que pueden ser factores decisivos para la
defensa del hospedero o de la virulencia del parasito. Mientras algunos estudios
han demostrado que los trofozoitos aumentan su virulencia en respuesta a su
asociacion con bacterias (Anaya-Veladzquez y cols 1992, Bracha y cols 1984,
Bhattacharya y cols 1992, Bhattacharya y cols 1998), en otros se reporta que
algunas bacterias reducen la virulencia del trofozoito, y sugieren que esta
reduccion puede ser asociada a una disminucién de la expresion de lectina
Gal/GalNAc (Padilla-Vaca y cols 1999, Variyam 1996).

Por su parte, las células del intestino se caracterizan por liberar varios potentes
guimioatrayentes y citocinas pro-inflamatorias como IL-1, 6, 8 y 10 iniciando una
inflamacion aguda (Seydel y cols 1998, Eckmann y cols 1995). La IL-18 se
expresa en las células intestinales producto de la induccion de la respuesta Thly
la produccion de interferéon gama (IFN-y), el cual activa a los macréfagos capaces
de matar al parasito. Sin embargo en 2003, Que y colaboradores demostraron que
la amiba puede inactivar al precursor inactivo de IL-18, asi como a su forma
madura limitando la respuesta del hospedero (Que y cols 2003).

Modelos experimentales de amibiasis han mostrado que la etapa temprana de la
infeccion se caracteriza por una infiltracion predominante de los neutrdfilos
(Tsutsumi y cols 1984, Martinez Palomo y cols 1989). Como consecuencia de la

interaccion de los trofozoitos y los neutrofilos, estos dltimos se activan después de
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la estimulaciéon por IFN-y, TNF-a, LPS o antigenos amibianos (Denis y cols 1989,
Guerran y cols 1981). Varios estudios han documentado la actividad amebicida de
los neutrofilos (Guerran y cols 1981, Jarillo-Luna y cols 2002). Esta activacion
conlleva a la liberacibn de especies reactivas de oxigeno y péptidos
antimicrobianos. Sin embargo, se ha demostrado que la amiba interfiere con la
actividad de éstos interrumpiendo las actividades de la NADPH oxidasa, y
resistiendo a través de la peroxirredoxina de 29 kDa el estrés oxidativo (Arbo y
cols 1990, Bruchhaus y cols 1997). Asi mismo, ya se ha demostrado in vitro que E.
histolytica también puede inducir la apoptosis de los neutrdfilos (Sim y cols 2005).
Al igual que los neutrdfilos, los macrofagos adquieren actividad amebicida
después de la estimulacion con IFN-y, TNF-a o el factor estimulante de las
colonias (Salata y cols 1986, Lin y cols 1993, Ghadirian y cols 1992). El éxido
nitrico (NO) es un importante mediador de la citotoxicidad de los macréfagos,
capaz de inhibir las CPs y la alcohol deshidrogenasa 2 del parasito (Siman-Tov
2003). La modulacion de esta respuesta por parte de la amiba ha sido suprimir el
estallido respiratorio, y disminuir los niveles de NO (Lin y cols 1993, Wang y cols
1994), TNF-a e IFN-y (Se'guin y cols 1995, Wang y cols 1995).

Los mecanismos y moléculas amibianas que participan en esta modulacién se
conocen solo parcialmente. Entre ellas se encuentran una supuesta arginasa
expresada por E. histolytica, (EInekave y cols 2003), proteinas similares a la
prostaglandina E2, (Dey y cols 2003, Gutierrez-Alarcon y cols 2006) y un factor
inhibidor de la migracion de macrofagos (Rico y cols 2003, Utrera-Barillas y cols

2003), los cuales se sugeriere que actian como inmunoreguladores amibianos.
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Durante el curso de la invasion en el colon y la dispersion hacia el higado, los
trofozoitos de E. histolytica estan en continua exposicion con el sistema del
complemento, el cual representa una barrera del sistema inmune no especifico
contra las infecciones y en este contexto también participa en la patogénesis de la
amibiasis. Los trofozoitos activan la via clasica y alterna del complemento en la
ausencia de anticuerpos antiamibianos a través de la CP de 56 kDa (Reed y cols
1989, 1990). Esta CP degrada los componentes del complemento C3, C4, C5, y
C9, evitando asi efectos fisiologicos de anafilatoxinas C3a y C5a como el
incremento de la permeabilidad vascular y contraccion del musculo liso, la
supresion de la proliferacion de las células T, la liberacion de histaminas e IL-1, asi
como limitar la quimiotaxis de neutrdfilos (Reed y cols 1989).

Por otra parte, se ha descrito que la lectina Gal/GalNac inhibe también el
ensamble de C8 y C9 en el complejo de atagque a la membrana C5b-9, lo que
impide la lisis del parasito mediada por el complemento (Braga y cols 1992).

Con respecto a la respuesta humoral del hospedero, estudios seroepidemioldgicos
han indicado que aproximadamente del 81-100% de los pacientes con amibiasis
invasiva responden desarrollando anticuerpos especificos contra la lectina
Gal/GalNac, pero se ha demostrado que solo la respuesta de la IgA mucosa esta
vinculada a la proteccion contra la infeccién (Kaur y cols 2004, Haque y cols 2001,
Haque y cols 2006). Por su parte, los parasitos también modulan la respuesta del
hospedero, limitando la respuesta humoral al degradar las IgA e IgG
predominantemente a través de CPs (Quezada-Calvillo y cols 1986, Kelsall y cols

1993, Tran y cols 1998).
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1.4.1.5. La MCP en la infeccion por E. histolytica

La MCP constituye un factor importante para la relacibn hospedero-parasito,
debido a que existen diversas evidencias que sefialan, tanto in vitro como en
modelos in vivo de amibiasis intestinal y hepética, que E. histolytica es capaz de
inducir la MCP a neutrdfilos, células epiteliales y células hepaticas entre otras,
permitiendo limitar el infiltrado inflamatorio y el establecimiento de la infeccién al
evadir la respuesta inmunolégica (Hustom y cols 2003). Los mecanismos de
apoptosis que se han descrito en las células del huésped incluyen la participacion
de caspasas, (Becker y cols 2010, Kim y cols 2007) y de especies reactivas de
oxigeno (Sim y cols 2007, Sim y cols 2005).

Se ha documentado que la lectina Gal/GalNAc de E. histolytica y su adhesion a la
célula blanco es el mecanismo que el parasito emplea para activar la apoptosis en
las células del hospedero (Blazquez y cols 2007, Boettner y cols 2005). Sin
embargo, se ha descrito también la participacidon de los ameboporos y CP’s
sugiriendo que éstos pueden matar a hepatocitos a distancia (Salata y cols 1986,
Zhang y cols 2004, Singh y cols 2004).

Por otro lado, también se ha documentado que E. histolytica es capaz de sufrir
apoptosis in vitro inducida por especies reactivas de nitrogeno, por el
aminoglicésido G418 y por peroxido de hidrégeno (Ramos y cols 2007, Villalba y
cols 2007, Ghosh y cols 2010). Se especula que el fendmeno es un mecanismo
muy eficaz para evadir la respuesta inmune y para regular el tamafio de la

poblacién, favoreciendo la supervivencia y proliferacion de los parasitos mas aptos
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y garantizando asi el establecimiento dentro del hospedero (Bruchhaus y cols
2007).

Ramos y colaboradores demostraron el evento de MCP en E. histolityca inducido
con especies reactivas de nitrogeno (Ramos y cols 2007), observando cambios
después de 6 h como la fragmentacion de DNA y disminucion en los niveles de
ATP; sin embargo, observaron que el inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK y de CPs
E-64, no tuvieron efecto sobre la apoptosis, sugiriendo que el proceso pudiera ser
independiente de caspasas. La actividad hemolitica y la resistencia a
complemento de los trofozoitos fueron casi totalmente inhibidas por las especies
reactivas de nitrogeno, sugiriendo que las moléculas, como fosfolipasas y
ameboporos podrian verse afectadas durante del evento de MCP.

Por otro lado, nuestro grupo demostré el evento de MCP inducido por el
aminoglucésido G418 (Villalba y cols 2007). Cuyo tratamiento disminuye en 70%
la viabilidad de trofozoitos después de 48 h. Morfologicamente el fenbmeno se
caracteriz6 (microscopia y citometria de flujo) por una reduccién del tamafo
celular, incremento en el nimero de vacuolas en el citoplasma, condensacion y
fragmentacion de la cromatina después de 9 h de incubacion, mientras que la
membrana celular se mantuvo integra hasta después de las 12 h de incubacién
con el inductor. La fragmentacion del DNA fue abolida por el inhibidor de CPs E-
64, lo que sugirié que el evento era dependiente de CPs. Desde el punto de vista
bioquimico, se observaron cambios tempranos después de 1 h de incubacién con

el inductor, incluyendo la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno, la
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disminucién intracelular de potasio, el incremento citosélico de calcio y la
disminucién del pH intracelular.

Recientemente, Ghosh y colaboradores también demostraron la induccion de MCP
inducida por el peréxido de hidrogeno. Ellos observaron una reduccion del tamafio
celular, fragmentacion del DNA, externalizacion de fosfatidil serina y el aumento de
especies reactivas de oxigeno. Estos resultados concuerdan con el estudio
publicado por Ramos y colaboradores, con respecto a que los cambios fueron
observados independientes de las CPs, debido a que el inhibidor de éstas, el E-
64, no tuvo efecto sobre los cambios observados (Ghosh y cols 2010).
Recientemente, nuestro grupo ha encontrado evidencias que sugieren que E.
histolytica es capaz de protegerse de la MCP inducida por antibiéticos a través de
la sobreexpresion de P-glicoproteinas, proteinas asociadas a mecanismos de
resistencia a farmacos (datos no publicados). Esto es importante debido a que el
tratamiento de la amibiasis es principalmente de tipo farmacoldgico, si bien en
algunas circunstancias en las que el padecimiento es mas severo, se necesita
recurrir a procedimientos quirdrgicos para salvar la vida del paciente.
Desafortunadamente, la presencia de casos de resistencia a farmacos en E.
histolytica ya ha sido documentada en pacientes con abscesos hepaticos (Hanna y
cols 2000), por lo que el estudio de MCP es importante debido a que
recientemente se han descrito en otros parasitos resistencia a farmacos asociadas
con proteinas potencialmente implicadas en MCP (Vergnes y cols 2007, Tsuda y
cols 2006). Asi, el estudio de MCP ademas de ser util para definir in vivo el papel

de algunos genes y la participacion de estos en la interaccion hospedero-parasito,
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nos podra permitir elucidar los mecanismos moleculares que podrian ser utilizados
para identificar nuevos blancos moleculares para el desarrollo de drogas

terapéuticas en la amibiasis.
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2. JUSTIFICACION
E. histolytica infecta alrededor del 10% de la poblacibn mundial, presentando
diferentes manifestaciones clinico-patolégicas, en parte por los mecanismos
moleculares que participan en la expresion de los diferentes fenotipos de
virulencia en la amiba, asi como por factores externos del hospedero y el ambiente
gue los activa. En este sentido, comprender la relacion hospedero-parasito es de
suma importancia para poder desarrollar estrategias de control del parasito.
La MCP en patdgenos constituye un factor importante para la relacion hospedero-
parasito, pues se especula que es un mecanismo muy eficaz que le permite evadir
la respuesta inmune y regular el tamafio de su poblacién favoreciendo la
supervivencia y proliferacion de los mas aptos, garantizando el establecimiento de
la infeccion.
Por esto, el estudio de expresion genética durante la MCP en E. histolytica
permitira conocer con mas detalle la fisiologia del parasito, contribuyendo a definir
el papel de algunos genes y su participacion en la interaccion hospedero-parasito.
Asi mismo permitira elucidar mecanismos moleculares que activa el parasito para
gue le proteja de la MCP inducidas por farmacos, lo que a su vez permitira
identificar nuevos blancos moleculares que contribuyan al desarrollo de drogas
terapéuticas en la amibiasis.
Esto es importante debido a que el tratamiento de la amibiasis es principalmente
de tipo farmacoldgico y desafortunadamente la presencia de casos de resistencia

a farmacos en E. histolytica ya ha sido documentada en pacientes con abscesos
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hepaticos, resistencia que en otros parasitos se ha asociado con proteinas

potencialmente implicadas en MCP.
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3. HIPOTESIS
El Proceso de MCP en Entamoeba histolytica inducido por G418 genera cambios
de expresion génica similares a los de eucariontes superiores, y estos cambios

estan basados en un programa genético.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General.
Determinar los cambios tempranos de expresion genética observados en la MCP

inducida por G418 en E. histolytica.

4.2 Objetivos especificos.

Evaluar la sintesis de novo de las proteinas durante la MCP.

Identificar los cambios tempranos de expresion durante el proceso de MCP en E.
histolytica mediante la técnica de AFLPs.

Identificar genes expresados de manera diferencial con el andlisis de AFLPs
mediante clonacién y secuenciacion.

Identificar en E. histolytica, mediante andlisis in silico, proteinas analogas a las ya
reportados en otros parasitos que participen en MCP.

Medir mediante PCR en tiempo real los cambios de expresion de los genes
identificados mediante la técnica de AFLPs durante la MCP

Medir mediante PCR en tiempo real los cambios de expresion de los genes que
codifican para las proteinas identificadas mediante el analisis in silico durante la

MCP.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Cultivo de E. histolytica 'y condiciones de crecimiento

Trofozoitos de E. histolytica (clona A cepa HM1: IMSS) se cultivaron axénicamente
en medio TYI-S-33 (Diamont 1978) a 37°C. La MCP fue inducida por adicién de 10
pHg/ml de G418 durante diferentes periodos de tiempo, como se indica.

5.2. Incorporacion de **Sdurante el proceso de MCP

Estudios cinéticos de sintesis de proteinas durante la MCP inducida por G418,
fueron evaluados por incorporacion de metionina marcada radioactivamente con
%3, Un millén de trofozoitos se incubaron por diferentes periodos de tiempo (0.5,
1, 2, 25, 3y 6 h) en medio TYI-S-33 con 50 pl de 500 uCi L-[35S] Metionina
(Amersham) y 10 pg/ml de G418. Como control positivo de la inhibicion de la
sintesis de proteinas, los trofozoitos se incubaron con 25 pug/ml de emetina (un
fuerte amebicida inhibidor de la sintesis proteica) y 50 pl de 500 pCi L-[35S]
Metionina y como control negativo se incubaron solamente con 50 ul de 500 pCi L-
[35S] Metionina. Después de la incubacion, se tomaron 2 ml de cultivo y fueron
mezclados en 2 ml Buffer de fosfatos salino (PBS) frio, pH de 7.4, los trofozoitos
se colectaron por centrifugacion a 2500 rpm durante 5 min y se lavaron y
mezclaron con 3 ml de solucion de centelleo. La radioactividad fue determinada en
un contador Geiger WALLAC 1409 DSA Perkin Elmer usando el programa Easy
count.

5.3. Extraccion de RNA

Los trofozoitos de la clona A sin inducir, e inducidos a MCP con G418 por

intervalos de tiempo de 0.5, 1, 3y 6 h, fueron procesados para extraer RNA total.
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La extraccion se realizd segun el método de Chomczynski y Sacchi, 1987, de
acuerdo al siguiente protocolo:

Los trofozoitos se concentraron por centrifugacion a 3000 rpm durante 5 min y se
lisaron con 1ml de trizol (Invitrogen), por aproximadamente 5-10 X10° trofozoitos.
Posteriormente, el lisado se centrifugd a 12, 000 rpm durante 10 min a 4°C y el
sobrenadante se transfirio a un tubo limpio, al que se le adicionaron 0.2 ml de
cloroformo (J.T. Baker). La mezcla se agitd vigorosamente durante 15 s y
posteriormente se incubd a temperatura ambiente durante 3 min. Para separar la
fase acuosa de la mezcla, se centrifugé a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C. Una
vez separada la fase acuosa se transfirié a un tubo limpio y se le adicionaron 0.5
ml de isopropanol (J.T. Baker) para precipitar el RNA, el cual una vez precipitado
se lavd con 1 ml de etanol (J.T. Baker) al 75%, por cada ml de trizol adicionado.
Posteriormente el RNA se secdé al aire y se disolvio con agua/DEPC

(dietilpirocarbonato) al 0.05%.
5.4. Cuantificacion del RNA por espectrofotometria

Para cuantificar el RNA extraido, se realizaron diluciones 1:50 y se tomaron
lecturas a longitudes de onda de 260 nm en un espectrofotometro (GeneQuan pro
Amersham Pharmacia). Posteriormente, se realizo el célculo de la concentracion

segun la siguiente formula:
Concentracion de RNA en pg/ml= 40 X absorbancia a 260 nm X factor de dilucion.

La integridad del RNA se evalub en geles desnaturalizantes de agarosa

(Invitrogen) al 1%, tefiidos con Bromuro de Etidio.
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Todas las muestras fueron tratadas con DNasa (RQ1 RNase-Free DNase
Promega) para evitar la contaminaciéon por DNA gendémico. De acuerdo con el

siguiente protocolo:

Se prepar6 una mezcla de reaccion con 1 U de enzima RQL1 por cada pg de RNA
y la cantidad necesaria de buffer de enzima 1X, posteriormente se incubd la
mezcla a 37°C durante 30 min, y pasado el tiempo de incubacion se adicioné 1l
de solucion de paro (EGTA 20mM pH= 8.0) para la enzima RQ1. Finalmente, se

incubo la mezcla a 65°C durante 10 min, para inactivar la enzima.

5.5. Determinacion de los Transcritos derivados de Fragmentos (TDFs) con
la Técnica de cDNA-AFLPs (Polimorfismo de longitud de los fragmentos

amplificados)
5.5.1. Sintesis de cDNA de doble cadena

La sintesis de cDNA de doble cadena se llevd a cabo utilizando el RNA total
extraido de los trofozoitos de la clona A sin inducir, e inducidos a MCP con G418
por intervalos de tiempo de 1, 3y 6 h con el Kit Super Script Double-Stranded

cDNA Sintesis kit (Invitrogen). De acuerdo al siguiente protocolo:

Se prepard una mezcla con 1ul de de Oligo-dT (100 pmol/ul) y 10ul de RNA total
(< 25ug), se calentd la mezcla a 70°C durante 10 min, y se transfirié rapidamente
a hielo. Posteriormente, se adiciond una mezcla de reaccion de 4ul de Buffer First

Strand 5X, 2ul de 0.1M DTT y 1ul de 10 mM de mezcla de dNTPs, se agito

suavemente y se incubd a 45°C durante 2 min para equilibrar la temperatura,
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luego se le adiciond 1 ul de SuperScript Il RT y se incubd a 45°C durante 1 h, al

terminar la reaccion el tubo se colocé en hielo.

La segunda cadena de DNA se sintetizdé adicionando al tubo de la reaccién
anterior las cantidades de los reactivos que se indican en la tabla | en el orden

sefalado.

Tabla |. Mezcla de reaccidn para sintesis de la segunda cadena de cDNA

Componente Volumen (ul)
Agua tratada con DEPC 91

Buffer de Segunda cadena 5X 30

Mezcla de dNTP’s 10 mM 3

DNA ligasa de E.coli (10 U/ul) 1

DNA polimerasa | de E.coli (10 U/ul) 4
1

RNasa H de E.coli (2 U/ul)

Volumen final 150

La mezcla de reaccion se agité suavemente y se incub6 durante 2 h a 16°C, luego
se le adicionaron 2 ul (10 U) de T4 DNA polimerasa, y se continud la incubacion a
16°C durante 5 min, posteriormente el tubo se coloco en hielo y se le adicionaron
10 ul de EDTA 0.5 M, y 160 ul de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25: 24: 1)
(Invitrogen), se agitdé vigorosamente, y se centrifugé a temperatura ambiente a
14,000 rpm durante 5 min para separar las fases, posteriormente se removieron
cuidadosamente 140 ul de la fase acuosa y se transfirieron a un tubo limpio. El
cDNA de doble cadena se precipitd con 70 ul de acetato de amonio 7.5 M, y 0.5
ml de etanol absoluto frio (J.T. Baker), mezclando vigorosamente y se recupero
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centrifugando a temperatura ambiente a 14,000 rpm durante 20 min. El
sobrenadante se removio y el pellet se lavé con 0.5 ml de etanol al 70%, luego se
seco a 37°C por 10 min para remover el etanol residual, finalmente el cDNA se

disolvié en agua destilada.
5.5.2. Cuantificacion del cDNA de doble cadena por espectrofotometria

Para cuantificar el cDNA, se realizaron diluciones 1:50 y se tomaron lecturas a
longitudes de onda de 260 nm en un espectrofotometro (GeneQuan pro
Amersham Pharmacia). Posteriormente, se realiz6 el célculo de la concentracion

segun la siguiente formula:

Concentracion de cDNA en pg/ml = 50 X absorbancia a 260 nm X factor de
dilucion.
5.5.3. Digestién del cDNA de doble cadena con las enzimas de restriccion

EcoRIly Taql

Una vez obtenido el cDNA de doble cadena, se procedio a digerirlo con las
enzimas de restriccion EcoRI y Taqgl (Invitrogen). La doble digestion del cDNA se
llevé a cabo en dos pasos, primero se utilizé Tagl y posteriormente EcoRI. Para lo
cual, 400 ng de cDNA se incubaron durante 1 h a 65°C con 25 ul de una mezcla
de reaccion que contenia 5 U de Taqgl, 50 mM Tris- HCI pH 8.0, 10 mM MgCl,y 50
mM NacCl. En el siguiente paso, a los 25 ul de la reaccion anterior, se adicionaron
15 ul de una mezcla de reaccion que contenia: 5 U de EcoRI, 50 mM de Tris-HCI
pH 8.0, 10 mM MgCl, y 100 mM de NaCl; resultando, un volumen final de 40 pl, el

cual se incubd a 37°C durante 1 h.
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5.5.4. Preparacion de adaptadores de doble cadena

Los adaptadores se prepararon adicionando cantidades equimolares (10 uM para
EcoRI y 100 uM para Taqgl) de cada uno de los oligonucleotidos (Invitrogen) en
sentido y en antisentido (Tabla II), disefiados para ligarse a los extremos
cohesivos de los sitios de restriccion EcoRI y Taql generados por la digestion del
DNA total. Los adaptadores quedaron a concentraciones finales de 5 uM y 50 uM
para EcoRI y Taql, respectivamente.

Una vez mezclados los oligonucleétidos, para llevar a cabo la hibridacion se
incubaron secuencialmente durante 10 min en un termociclador (Perkin-Elmer
Gene Amp. PCR System 9600) a las temperaturas de 65°C, 37°C y 25°C.
Posteriormente, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y finalmente se
almacenaron a -20°C hasta ser utilizados. Para verificar la formacion de
oligonucledtidos de doble cadena, las hibridaciones se corrieron en un gel de
agarosa al 4% tefiido con Bromuro de Etidio.

5.5.5. Reaccion de ligacion de los adaptadores a los fragmentos de
restriccion

Para llevar a cabo la reaccion de ligacion de los adaptadores a los fragmentos de
restriccion, se adicionaron a los 40 ul de la doble digestion previamente realizada,
10 pl de una mezcla de reaccion que contenia: 1 U de la enzima T4 DNA ligasa
(Invitrogen), 5 pmol del adaptador para el sitio EcoRI y 50 pmol del adaptador para
el sitio Tagl, 250 mM de Tris-HCI pH 7.6, 50 mM MgCl,, 5 mM ATP, 5 mM DTT y
25% polietilenglicol-8000; en un volumen final de 50 pul. La mezcla de reaccion se

incubd a 4°C durante toda la noche. Posteriormente, este producto se diluy6 (1:10)
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con agua bidestilada estéril y se utilizdé como DNA blanco para realizar las
reacciones de amplificacion por PCR.

5.5.6 Amplificacion de los fragmentos de cDNA por medio de la técnica de
Reaccion en Cadena de Polimerasa

La amplificacion de los fragmentos una vez ligados a los adaptadores, se llevo a
cabo en dos pasos denominados, PCR preselectiva y PCR selectiva. Primero se
realizd la PCR preselectiva en donde se utilizO como DNA blanco el cDNA
producto de la ligacion y como iniciadores, oligonucleétidos preselectivos cuya
secuencia es complementaria al adaptador, mas un nucleotido adicional en el
extremo 3’ (ver tabla Il). Posteriormente, se realiz6 la PCR selectiva en donde se
utiliz6 como DNA blanco el producto de la PCR preselectiva y como iniciadores
oligonucledtidos iguales en secuencia al oligonucledétido preselectivo, pero con dos
nucledtidos adicionales en el extremo 3’, denominados oligonucleétidos selectivos
(tabla II).

5.5.6.1. Amplificaciéon de los fragmentos de cDNA por PCR preselectiva

A 5 ul de cDNA, previamente diluido (1:10) proveniente de la ligacion, se le
adicionaron 20 ul de una mezcla de reaccion que contenia: 0.5 U Taq polimerasa
recombinante (Invitrogen), 1 uM de cada uno de los oligonucleotidos
preselectivos, (EO1 para EcoRly TO1 6 TO2 para Taql), 2.5 mM de MgCl,, 0.2 mM
de cada uno de los cuatro dNTPs y buffer | X para la enzima Taq polimerasa
recombinante (Invitrogen). La mezcla de reaccion fue sometida a las siguientes
condiciones en un Termociclador Perkin-Elmer Gene Amp. PCR System 9600.

Una desnaturalizacion a 94°C por 10 min, seguido de 30 ciclos de amplificacion:
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94°C, 1 min, 56°C 1 min y 72°C 1 min, al término de los ciclos de PCR se aplico
una extension final de 72°C por 10 min. El producto de esta reaccién fue diluido
(1:10) y utilizado como DNA blanco para la siguiente reaccion. Como control
negativo de la PCR, se empled la misma mezcla de reaccidon sometida a las
mismas condiciones, pero sin DNA blanco.

5.6.6.2. Amplificacion de los fragmentos de cDNA por PCR selectiva

A 5 ul de cDNA previamente diluido (1:10) proveniente de la PCR preselectiva, se
le adicionaron 20 ul de una mezcla de reaccidbn que contenia: 0.5 U Taq
polimerasa recombinante (Invitrogen), 1 uM de una combinacién de los
oligonucledtidos denominados selectivos, uno para EcoRIl (E-32 a E-45) y uno
para Tagl (T-32 a T-51), 2.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada uno de los cuatro
dNTPs y buffer 1X para Tag polimerasa recombinante (Invitrogen). Las mezclas de
reaccion fueron sometidas a las siguientes condiciones en un Termociclador
Perkin-Elmer Gene Amp PCR System 9600. Una desnaturalizacion a 94°C por 10
min; Posteriormente 5 ciclos a 94°C 1 min, 65°C 1 min y 72°C 1 min; 5 ciclos a
94°C 1 min, 60°C 1 min y 72°C 1 min; y 30 ciclos a 94°C 1 min, 56°C 1 miny 72°C
1 min; finalmente al termino de los ciclos se dio una extension final de 72°C por 10

min. El producto de esta reaccién fue almacenado a -20°C hasta su analisis.
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Tabla Il. Secuencias de adaptadores y oligonucleétidos utilizados en el
analisis de AFLPs (Vos y cols 1995)

Nombres Secuencia
Adaptador de EcoRl
Cadena lider 5 CTC GTAGAC TGC GTACC 3
Cadena complementaria 5 AAT TGG TAC GCAGTC TAC &
Adaptador de Taql
Cadena lider 5" GAC GAT GAGTCCTGAC ¥
Cadena complementaria 5 CGGTCAGGACTCATYZ
Oligonucledtidos preselectivos *
EO1 5 GAC TGC GTACCAATTCAYZ
TO1 5" GAT GAG TCC TGACCG AA 3
T02 5 GAT GAGTCCTGACCGAC ¥
Oligonucleodtidos selectivos para el sitio EcoRI **
E33 5 GAC TGC GTA CCA ATT CAAG 3’
E35 5 GAC TGC GTACCAATTCACA ¥
E38 5" GAC TGC GTA CCAATT CACT 3
E39 5" GAC TGC GTACCAATT CAGA ¥
E42 5" GAC TGC GTA CCAATT CAGT ¥
E44 5" GAC TGC GTA CCAATT CATC 3
E45 5 GAC TGC GTACCAATT CATG 3
Oligonucleodtidos selectivos para el sitio Taql **
T32 5 GAT GAG TCC TGA CCG AAAC ¥
T33 5 GAT GAG TCC TGA CCG AAAG ¥
T35 5" GAT GAG TCC TGA CCG AACA 3’
T38 5" GAT GAG TCC TGA CCG AACT 3
T48 5" GAT GAG TCC TGA CCG ACAC 3
T49 5 GAT GAG TCC TGA CCG ACAG 3’
T50 5 GAT GAG TCC TGA CCG ACAT 3
T51 5 GAT GAGTCC TGACCGACCA ¥

* La letra en negrilla en la secuencia de los oligonucle6tidos preselectivos, sefiala el
nucleétido adicional en el extremo 3’, con respecto a la secuencia complementaria de
los adaptadores de los sitios de restriccion EcoRl y Taq|l.

** Las letras en negrilla en la secuencia de los oligonucle6tidos selectivos, sefala los
dos nucledtidos adicionados en el extremo 3’, con respecto a la secuencia de los
oligonucledtidos preselectivos.
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5.5.7. Andlisis de fragmentos por electroforesis

Del producto de las PCR selectivas, se tomaron 5 ul y fueron separados en un gel
(15 X 17 cm) de poliacrilamida (acrilamida/bisacrilamida 29:1) y TBE IX (Tris-HCI
88 mM, acido boérico 88 mM, EDTA 2 mM) al 12%, en una camara de
electroforesis vertical modelo V-15-V17 (Gibco BRL Life Technologies) a un voltaje
constante de 150 volts durante 3 h. Posteriormente, el gel fue tefiido con una
solucibn de Bromuro de Etidio en TBE | X (0.5 pg/ml), visualizado vy
fotodocumentado con un equipo Kodak EDAS 290.

5.6. Reproducibilidad y especificidad de la técnica cDNA-AFLPs

Para comprobar la reproducibilidad de la técnica, se realizaron por duplicado las
reacciones de amplificacion preselectiva y selectiva con cDNA obtenido de amiba.

La especificidad de la técnica se comprob6 analizando por duplicado diferentes e
independientes muestras de RNA obtenidas de trofozoitos y sangre humana.

5.7. Busqueda de transcritos derivados de fragmentos (TDFs) que se
expresan diferente en los trofozoitos no estimulados y estimulados con
G418

Una vez que la metodologia se estandarizo, se realizaron todas las combinaciones
posibles entre un oligonucledtido iniciador selectivo para sitio Taql y uno para el
sitio EcoRI (tabla 1) para realizar las PCRs selectivas. EI numero total de
oligonucleadtidos selectivos utilizados fue de 15 (8 para el adaptador de Taqgl y 7

para el adaptador de EcoRI) y las combinaciones realizadas fueron 56.
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La busqueda de los transcritos que se expresaron diferente en los trofozoitos sin
inducir la MCP y aquellos inducidos a MCP, se realizé en geles de poliacrilamida
al 12%, utilizando la metodologia ya descrita.

5.8. Purificacién, clonaciéon y secuenciacion de TDFs

Los fragmentos de interés fueron cortados del gel de poliacrilamida y purificados
con el kit QIAEX Il (Qiagen) siguiendo el protocolo que se describe a continuacion.
Se corto el gel que contenia la banda de DNA, se pesé y se adicionaron de 1 a 2
volimenes de buffer de elucién (acetato de amonio 0.5 M; acetato de magnesio 10
mM; EDTA 1 mM, pH 8.0; y SDS al 1%) por 1 volumen de gel (100 a 200 ul por
100 mg de gel), posteriormente se incubé a 50°C durante 30 min, se
microcentrifugé 1 min, se removié el sobrenadante usando pipeta Pasteur y se
paso a través de una columna o papel filtro para eliminar el exceso de gel. Se
calculé el volumen del sobrenadante recuperado, para fragmentos menores a 100
pb, se adicionaron 6 volumenes de buffer QXI (QIAEX Il Qiagen) por volumen de
muestra y para fragmentos mayores de 100 pb 3 volumenes del mismo,
posteriormente se adicionaron 10ul de la suspension QIAEXIl (QIAEX Il Qiagen),
se mezcld e incubd a temperatura ambiente durante 10 min, se centrifugd durante
30 s y se removié el sobrenadante, posteriormente se lavo el pellet 2 veces con
500 pl de Buffer PE(QIAEX Il Qiagen), se seco al aire y se eluy6 con 20ul de agua.
Finalmente se centrifugd durante 30 s y el sobrenadante se transfirid
cuidadosamente a un tubo limpio.

Una vez purificados los fragmentos se reamplificaron con el juego de

oligonucledtidos usado para generarlos y las condiciones de la PCR selectiva
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antes citada, después de checar los reamplificados en geles de agarosa por
electroforesis, se clonaron con el Kit TA Cloning Kit Dual promoter (pCR II)
(Invitrogen) y posteriormente se secuenciaron utilizando un secuenciador ABI
Prism 377 DNA Sequencing Systems, (Applied Byosistems). Alternativamente, los
fragmentos se secuenciaron directamente. La homologia fue determinada por
comparacion con la base de datos usando el algoritmo BLAST del Centro Nacional

para la investigacion en Biotecnologia (NCBI) (http: www.ncbi.nlm.nhi.gov/BLAST)

y del Centro de Fuente Bioinformatica para E. histolytica Pathema del Instituto
Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas (NIAID)

(http://pathema.tigr.org/tigr-scrpts/Entamoeba/PathemaHomePage.cqi) de Estados

Unidos.

5.9. Identificacion en el genoma de E. histolityca de proteinas reportadas en
otros parasitos relacionados con MCP mediante analisis in silico

En paralelo a la busqueda de TDFs realizamos un analisis in silico para investigar
en E. histolytica la presencia de proteinas homodlogas a las que participan en MCP
reportados en otros parasitos. Para esto se realizaron busquedas de estas
proteinas en las base de datos del NCBI y Centro de Informacion Bioinformatica
Pathema- Entamoeba del NIAID usando el algoritmo BLAST, y posteriormente se
hicieron alineamientos de la secuencia de aminoacidos de las proteinas
codificadas por los genes encontrados, utilizando el programa Bio Edit version 7.0
(Hall TA 1999). Posteriormente se disefiaron oligonucleétidos para evaluar los
niveles de expresidon de los genes que codifican para estas proteinas en

trofozoitos sin inducir e inducidos a MCP.
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5.10. Cuantificacion de RNAm por PCR en tiempo real

Para confirmar el patron de expresion observado con la metodologia de cDNA-
AFLPs en los TDFs aislados, y para evaluar el nivel de expresion de los genes que
codifican para las proteinas identificadas mediante el andlisis in silico durante la
MCP, se disefaron oligonucleotidos para realizar pruebas de PCR cuantitativa.
Para este andlisis se aisl6 el RNA y se sintetiz6 el cDNA por triplicado con
trofozoitos sin inducir a MCP e inducidos a MCP con G418 por intervalos de
tiempo de 0.5, 1,3y 6 h.

Los oligonucledtidos para estos ensayos se disefiaron utilizando el programa
Primer Express 2.0 desarrollado por Applied Biosystems. La secuencia de todos
los oligonucleodtidos utilizados como cebadores para la PCR, asi como la del gen
gue codifica para Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (g3pdh) utilizado como

control endégeno se muestran en la tabla I11.
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Tabla Ill. Oligonucleétidos usados para la RT-PCR Cuantitativa

Gen Secuencias de Oligonucledtidos
grainina-1 G1S: 5 GCT GCT CAA GAT GCATGG ATC &
G1A: 5 CTT AAA GAC ATG CAT AAT GGATAC CAC 3
grainina-2 G2S: 5 GAA AGC TAA ATT CCC AGG AGG AAT &
G2A: 5 CAA AGA ATC CAATTG ATC CTG ACATAT &
saponina-like SS: 5 TGC TGC AAC AAG AGA AGG AGC 3’
SA: 5 GTC TAACAG CTTGAG CACCATCAZ
40S 40S: 5 CAG AAAAGG ATT TGC TAAATC CATTC 3
40A: 5CAA GGA AGG ATG GAACAT CAACA®
sir-2 S2S:5 CAAGGC ACATACTTT CCAACAAAA T
S2A: 5 TCAAGACCATCAATGTTICTGAGTGTA 3
glutaminil-tRNA GS: 5 CCT GAT CAAATTGCTGCTTCAC 3
sintetasa GA: 5 CCT TGA CAC ATC CAT TTAAAG TGTTT 3’
g3pdh GAPS: 5 CCG TCC ACAGAC AATTCGAA Y

GAPA: 5 TTG AGC TGGATCTCTTTCAGCTT 3

5.10.1. Sintesis del cDNA para la amplificacidén en tiempo real

El RNA se aisld, se cuantificd y se tratd6 con DNAsa utilizando la metodologia ya
descrita. EI cDNA se sintetizé utilizando el Kit Cloned AMV First Strand cDNA
(Invitrogen) siguiendo el protocolo que se describe a continuacion.

En un tubo de 0.5 ml se preparé la mezcla de 50uM de Oligo (dT) 2, 500 ng de
RNA y mezcla de dNTP (10 mM), ajustando el volumen a 12 ul con agua-DEPC.
Posteriormente, la mezcla se incubé a 65°C por 5 min y se colocd en hielo.
Después se preparé en un tubo de 0.2 ml la mezcla de reaccion que se presenta
en la tabla 1V, se agité suavemente y se transfiri6 el contenido de la mezcla de
reaccion preparada en el tubo de 0.5ml. La mezcla final se incubé 50 min a 50°C,
seguido de 85°C por 5 min en un Termociclador Perkin-Elmer Gene Amp PCR

System 9600.
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Una vez sintetizado el cDNA, se diluyé 1:3 con agua y se almacené a -20°C hasta

Su uso.

Tabla IV. Mezcla de reaccion para sintesis cDNA de una cadena

Componente Reaccion
Buffer 5X para cDNA 4ul
DTT 0.1M 1pl
RNase OUT (40U/ul) 1ul
Agua tratada con DEPC 1ul
Enzima Cloned AMV-RT(15U/ul) 1ul
Volumen total 8ul

5.10.2. Amplificacion de genes por PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real se realizé en un equipo ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System-SDS version del programa 1.1 PE Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA, utilizando SYBR Green como sistema de detecciéon y el Kit SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). La reaccion de amplificacion se
llevd a cabo en un volumen final de 12.5 pl los cuales contenian 6.25 ul del Master
Mix SYBR Green, 1.75ul de agua, 2.5ul del templado y 1.25ul de cada uno de los
iniciadores a concentraciones diferentes previamente estandarizadas para obtener
la mejor amplificacion (para amplificar los genes g3pdh, grainina-2 y saponina-like
se utilizaron concentraciones equimolares de 3 uM para cada iniciador; para
amplificar el gen grainina-1 se utilizaron concentraciones equimolares de 9 uM
para cada iniciador; para amplificar el gen sir-2 se utilizaron concentraciones de 9

y 0.5 uM para los iniciadores sentido y antisentido respectivamente y para
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amplificar el gen 40S se utilizaron concentraciones de 0.5 y 3 uM para los
iniciadores sentido y antisentido respectivamente).

Las reacciones se realizaron por triplicado en placas oOpticas de 96 pozos y se
sometieron a las condiciones de 95°C por 10 min y 40 ciclos de 95°C por 15 sy
60°C por 1 min.

5.10.3. Curvas de disociacién de los genes amplificados

Finalizada la PCR, las reacciones se sometieron a incrementos de temperatura
desde 60°C a 95°C para construir una curva de disociacion de cada gen
amplificado. Esta curva se basa en la aplicacion de un gradiente de temperaturas
creciente después de la PCR, para monitorear la cinética de disociacion de los
fragmentos amplificados. Mediante esta aplicacion se puede determinar la Tm de
los amplicones para comprobar su especificidad.

5.10.4. Método de cuantificacién

En la PCR de tiempo real, los valores de fluorescencia son medidos cada ciclo y
representan la cantidad de producto amplificado en la reaccion. Entre mas
templado presente una reaccion al comienzo de la PCR, menor es el nimero de
ciclos que se necesitan para alcanzar un punto en el que la fluorescencia es

medida por encima de la fluorescencia normal de la reaccién (CT). Nosotros
utilizamos el método de cuantificacion relativa. En este método, se compara el C.

de la muestra desconocida contra una muestra calibradora que sirve como
referencia fisiol6gica (muestras provenientes de trofozoitos sin induccion a MCP).
Todas las cuantificaciones, también son normalizadas con un control endégeno
(gen gue no modifica su expresion por el tratamiento), como el gen que codifica
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para Gliceraldehido 3-fostafo deshidrogenasa (g3pdh) para tener en cuenta la
variacion en la concentracion inicial, calidad de RNA y en la eficiencia de reaccion

en la trascripcion reversa.

El método del 2 d (Livak y cols 2001) es un método conveniente para analizar
los cambios de expresion relativa, este método es similar al de la cuantificacion
absoluta por curva estandar, excepto que en este método se utilizan formulas
aritméticas para alcanzar el mismo resultado. Este ultimo método fue seleccionado
debido a que es sencillo, facil de manejar y de analisis rapido.

Primero, se determiné el C. del producto de gen problema (CTPb) y del control
interno g3pdh (CTQSpdh), en cada muestra. Con estos datos se calcul6 el ACT el
cual resulté de la diferencia de ambos; y se calculé para normalizar las diferencias

en la extraccion del RNA y en la eficiencia de la reaccion de sintesis de cDNA.

Posteriormente, se calculo el AACT en cada muestra, este se obtuvo de la
diferencia del ACT de cada muestra y del ACT del calibrador (trofozoitos no

inducidos a MCP, utilizados como base para comparar los resultados). Por ultimo,

la expresion de gen Pb, normalizada con el control endégeno (g3pdh) y relativa al

. , -AACT . . .
calibrador, se calculo por 2 . Asi, la diferencia en la expresion de gen Pb se
expresd como n-veces relativa al calibrador. Las ecuaciones que se consideraron

para calcular AACT para el método de cuantificacion relativa fueron:
C.gen Pb - C. g3pdh = ACT.

ACT de la muestra - ACT del calibrador = AACT.

. . -AACT
Cantidad relativa = 2
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5.10.5. Seleccion del control endégeno

El andlisis de un control endégeno se determina para normalizar las diferencias en
la extraccion del RNA y la eficiencia de la reaccién de sintesis de cDNA. Los
genes utilizados mas frecuentemente como controles endégenos en PCR en
tiempo real son la actina, B2-microglobulina, gapdh, y rRNA. El control endégeno
seleccionado debe ser validado para determinar que su expresion no es afectada
por el tratamiento experimental.

Para seleccionar el control endégeno, determinamos la cantidad relativa de los
genes actina y gapdh en cDNA correspondiente a cada RNA extraido de los
trofozoitos en incubacién, con 0.5, 1, 3 y 6 h de incubacion con el inductor, asi
como de trofozoitos sin tratamiento.

La determinacion se realizé por amplificacion con PCR en tiempo real como se
describié anteriormente y la cantidad relativa de cada uno de estos genes, se
determiné con la férmula:

AC_=AC

T T tiempo x ) ACT tiempo 0

Finalmente elegimos como gen enddgeno aquel que no mostraba una relacion
estadisticamente significativa entre el tratamiento a lo largo del tiempo y la
cantidad relativa.

5.10.6. Eficiencia de la amplificacion

Para que el método de cuantificacion relativa sea valido, la eficiencia en la
amplificacion de gen problema y el control interno previamente seleccionado,
debian ser aproximadamente iguales. Para determinar esta eficiencia, se

realizaron cinco diluciones decuples seriadas del producto de PCR, previamente
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cuantificado a 260 nm, el cual contenia el fragmento esperado para cada gen,
posteriormente estas diluciones se amplificaron por triplicado bajo las condiciones

antes descritas para obtener los valores de C_. Estos, fueron graficados contra el

logaritmo de la concentracion total de fragmento de PCR y se calculé la regresion
lineal. El valor de la pendiente fue utilizada para calcular la eficiencia (Rasmussen
2001) con la ecuacion siguiente:
E= 10(-Upendiente) 4

5.10.7. Anadlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos y los graficos se realizaron utilizando los
programas Sigma STAT 2.03 y Sigma Plot versién 10.0. Se us6 ANOVA y Tukey
para comparar los cambios de expresion entre los trofozoitos de la clona A sin

inducir a MCP e inducidos a MCP con G418 en los diferentes tiempos.
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6. RESULTADOS

En este trabajo se analizO la expresion diferencial de los trofozoitos de E.
histolytica durante el proceso de MCP para investigar si los cambios morfolégicos
y bioquimicos que previamente reportamos (Villalba y cols 2007), estaban
asociados a cambios moleculares que reflejaran un programa genético.

Dado que la MCP implica la participacion de las proteinas en rutas especificas que
requieren energia y programacion genética (Edinger y cols 2004), el primer ensayo
gue realizamos fue determinar si el antibidtico G418, a pesar de que es un
farmaco que bloquea la traslocacion ribosomal, y por lo tanto la sintesis de
proteinas, es capaz de inducir la sintesis especifica de proteinas de novo durante
la MCP, con la incorporacién de metionina marcada con **S.

Como podemos observar en la figura 4 los trofozoitos no tratados con G418
mostraron una incorporacién exponencial de metionina marcada con *S durante
las primeras 3 h de incubacion, hasta un maximo de 2500 cpm/ml que se mantuvo
de manera estacionaria en las siguientes 3 h. En contraste, los trofozoitos
inducidos a MCP, mostraron un pico importante en la incorporacion, la cual llegé a
un maximo de 5286 cpm/ml a las 1.5 h de incubacién y posteriormente la
incorporacion disminuyé en la siguiente hora hasta llegar a niveles de
incorporacion similares a los trofozoitos que no fueron inducidos a MCP, este nivel
se mantuvo durante todo el ensayo. Estos resultados sugieren que los cambios
morfolégicos y bioquimicos que previamente reportamos, podrian estar
relacionados con la activacion de mecanismos moleculares especificos. Como

controles negativos de la sintesis de proteinas, los trofozoitos no tratados con
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G418 fueron incubados sin metionina marcada con *S y trofozoitos tratados con
G418 fueron co-incubados con metionina marcada con **S y emetina, un inhibidor
de la sintesis de proteinas, observandose que no se presentd un efecto de
induccion.

6000 -
5000 -+
4000 -

3000 -

cpm/ml

2000 -

1000 -~

Tiempo (min)

Figura 4. Cinética de Incorporacion de metionina marcada con *S durante la
induccion de MCP. La sintesis de proteinas se siguié por triplicado midiendo la
incorporacion de metionina marcada con *S durante el curso de 6 h (e) Trofozoitos
inducidos a MCP con G418; (o)Trofozoitos no inducidos a MCP; (A)Trofozoitos en
MCP co-incubados con 25ug/ml de emetina (A) representa el control interno de
trofozoitos no inducidos a MCP crecidos sin metionina marcada con *°S.

Con la certeza de que los trofozoitos en MCP eran activos bioguimicamente,
iniciamos el andlisis de los cambios de expresién genética. Para explorar estos
cambios, comparamos los patrones de expresiéon del cDNA generados por la

técnica de polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLPs) entre
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trofozoitos en cultivo axénico sin inducir e inducidos a MCP. Para este analisis
partimos de cultivos axénicos de trofozoitos incubados con el inductor de MCP a
los tiempos de 1, 3y 6 h, asi como de trofozoitos sin inducir a MCP utilizados
como controles. Posterior a la realizacion de la cinética de induccion, purificamos
el RNA, y verificamos su pureza e integridad en geles desnaturalizantes de
agarosa con formamida. Los resultados mostraron que el RNA estaba integro, en
la figura 5 se aprecia en todos los carriles una sefial difusa a lo largo de todo el
gel, que corresponde al RNAm, dos bandas superiores bien definidas
correspondientes al RNA ribosomal 28S y 18S y unas bandas inferiores difusas

gue podrian corresponder a RNA ribosomal 5S y/o a RNA de transferencia.

<+— RNAT 28S
<— RNAT 18S

Figura 5. Pureza e integridad del RNA de los trofozoitos en estudio. El RNA fue
obtenido utilizando el método descrito por Chomezynski y cols (1987) con Trizol y su
integridad fue evaluada por electroforesis en geles de agarosa al 1%. Carril 1, RNA de
trofozoitos sin induccion a MCP, carriles 2, 3 y 4 RNAs de trofozoitos inducidos a
MCP con G418 incubados durante 1, 3y 6 h, respectivamente.

Una vez extraido y cuantificado, el RNA se traté con DNasa para limpiar al RNA

de posibles trazas de contaminantes de DNA gendmico.
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Como se puede observar en la figura 6, el tratamiento con DNasa se verifico al
observar la ausencia de amplificacion después de hacer una PCR para un

fragmento del gen de actina.

pb

350
200

100
50

Figura 6. Amplificacion de un fragmento del gen de actina a partir de RNA
tratado con DNasa. El RNA fue tratado con DNasa y posteriormente utilizado como
templado para amplificar un fragmento de aproximadamente 250 pb del gen de actina;
los productos de PCR se presentan en gel de agarosa al 3%. Carril 1, marcador de
tamafio molecular 50 pb (Invitrogen); carril 2, control negativo de la PCR sin DNA
templado; carril 3 control positivo de la PCR en el que se adicion6 100 ng DNA de
amiba como templado; carril 4, RNA de trofozoitos sin inducir a MCP; carriles 5, 6 y 7,
RNAs de trofozoitos inducidos a MCP con G418 a 1, 3 y 6 h de incubacion
respectivamente.

Una vez tratado el RNA con DNAsas se procedié a sintetizar el cDNA de doble
cadena, utilizando el Kit Super Script Double—Stranded cDNA. La eficiencia de la
sintesis se verifico al observar los productos de amplificaciéon de un fragmento del

gen de actina en todas las muestras (figura 7).
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Figura 7. Amplificacién de un fragmento del gen de actina a partir de cDNA de
doble cadena. ElI cDNA de doble cadena fue sintetizado y posteriormente se utilizé
como templado para amplificar un fragmento del gen de actina; los productos de PCR
se presentan en gel de agarosa al 3%. Carril 1, marcador de tamafio molecular 50 pb
(Invitrogen); carril 2, control negativo de la PCR sin DNA templado; carril 3 control
positivo de la PCR en el que se adicion6 100 ng de DNA de amiba como templado;
carril 4, amplificado para el gen de actina en el que se utilizé como templado cDNAde
trofozoitos sin inducir a MCP; carriles 5, 6 y 7 amplificados para el gen de actina en el
gue se utiliz6 como templado cDNA de trofozoitos inducidos a MCP con G418 a 1, 3y
6 h de incubacién respectivamente.

Una vez comprobada la sintesis del cDNA de doble cadena, se procedio a llevar a
cabo la doble digestion del cDNA, utilizando las enzimas Tagl y EcoRI de manera
secuencial. Los fragmentos de restriccion obtenidos fueron ligados a los
adaptadores.

La hibridacién de los adaptadores se verifico en un gel de agarosa al 4% en donde
se observé la diferencia de migracion de los oligonucleétidos de cadena sencilla
comparado con los oligonucleétidos de doble cadena debido al aumento en el

tamafio molecular en estos ultimos (figura 8).
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Figura 8. Analisis electroforético de la hibridacién de los adaptadores de doble
cadena para el sitio EcoR I. Los oligonucleétidos complementarios EcoR | de cadena
sencilla fueron hibridados en concentraciones equimolares y analizados por
electroforesis en geles de agarosa al 4%. Carriles 1 y 2 oligonucle6tidos de cadena
sencilla en sentido y antisentido respectivamente; carril 3, retardo en la migracion de
los oligonucleétido de doble cadena hibridado.

Una vez verificada la hibridacién de los adaptadores, se ligaron a los fragmentos
de restriccion previamente obtenidos. La reaccion de ligacién se pudo comprobar
por la amplificacion de los fragmentos ligados mediante la PCR realizada con los
oligonucledtidos preselectivos y selectivos.

Es importante sefalar que en la PCR realizada con los oligonucleétidos
preselectivos no se observaron fragmentos bien definidos, debido a la gran
cantidad de fragmentos amplificados como consecuencia de la baja selectividad
de este tipo de oligonucledtidos (figura 9 carriles 3 y 4), mientras que al realizar la
PCR con los oligonucleotidos selectivos, se observaron fragmentos bien definidos
y en mucha menor cantidad debido a que en esta reaccion se utiliza como

templado el producto de la PCR preselectiva y por lo tanto solo se amplifican
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algunos de los fragmentos previamente amplificados capaces de alinean con los
oligonucledtidos selectivos utilizados en esta reaccion (figura 9 carriles 6 y 7).

Como un control positivo de la PCR preselectiva y selectiva se analizé el cDNA de
humano (figura 9 carriles 4 y 7). En la PCR preselectiva para el cDNA humano
(figura 9 carril 4) se aprecia una sefial difusa a lo largo de todo el carril, abarcando
todos los tamafios indicados por el marcador de tamafio molecular; mientras que
con el cDNA de E. histolytica, solo se aprecian pocos fragmentos, sin mostrar
sefal difusa a lo largo de todo el carril (figura 9 carril 3); esto se observa mas claro
en la PCR selectiva (figura 9 carriles 6 y 7), donde se aprecian para el cDNA de
humano un mayor niumero de fragmentos de tamafos inclusive superiores a 250
pb en comparacion con el DNA de amiba que muestra un menor niumero de

fragmentos de tamanfos inferiores a 250 pb.

pb Preselectivas Selectivas
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Figura 9. Patrones polimdrficos generados durante la amplificacion preselectiva y
selectiva. Amplificaciones preselectivas y selectivas para el DNA de amiba y el DNA
de humano en las que se emplearon los oligonucleétidos preselectivos EOL y TO1 y
oligonucledtidos selectivos E33, T32. Carril 1, marcador de tamafio molecular de 50 pb
(Invitrogen); carriles 2 y 5, control negativo de la PCR preselectiva y selectiva
respectivamente sin DNA templado; carriles 3 y 4 productos de PCR preselectiva de
amiba y humano respectivamente; carriles 6 y 7 productos de PCR selectiva de amiba

y humano respectivamente.
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La reproducibilidad de la técnica se comprobo al realizar independientemente las
reacciones de amplificacion con cDNA por duplicado, observandose fragmentos
idénticos en tamafio molecular.

Una vez estandarizada la técnica de cDNA-AFLPs, se emple6é el cDNA de
trofozoitos con y sin induccion a MCP para buscar transcritos derivados de
fragmentos (TDFs) que se expresaran diferencialmente. Para esto, se realizaron
56 combinaciones diferentes entre un oligonucleétido iniciador selectivo para sitio
Taqgl y uno para el sitio EcoRI para realizar las PCRs selectivas. EI nUmero de
oligonucledtidos selectivos utilizados fue de 8 para el adaptador de Taql y 7 para
el adaptador de EcoRI. De las 56 combinaciones diferentes realizadas solo 9
(E33-T32, E33-T33, E33-T38, E33-T51, E35-T32, E35-T35, E35-T51, E38-T32,

E38-T49) generaron polimorfismo (tabla V).
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Tabla V. Combinaciones de oligonucleodtidos selectivos que generaron

polimorfismo

nucledtidos adicionales al extremo 3" del oligo selectivo

5GATAGTCCTGACCGA NNN3'
(@]
% T32 | T33 | T35 | T38 | T48 | T49 | T50 | T51
o AAC | AAG | ACA | ACT | CAC | CAG | CAT | CcCA
w
e E33 | * * * *
=™ | AAG
%z
SZ | E35 | * * *
™ O
gt ACA
e§ E38 | % *
%3 |ACT
e
w O E39
28 AGA
(3]
56
22| E42
5 O | AGT
© 0
4
S E44
z ATC
9
S E45
£ ATG

Se obtuvieron 272 fragmentos de transcritos en el rango de 50 y 300 pb, pero solo
se purificaron los fragmentos mayores a 100 pb para evitar inespecificidad, los que
resultaron ser 108, de los cuales 53 fueron expresados de manera diferente entre
los trofozoitos control y los trofozoitos inducidos a MCP, 32 incrementaron su

expresion durante el evento de MCP y 21 la disminuyeron (tabla VI).
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Tabla VI. Resultados del analisis de cDNA-AFLPs

Caracteristicas de los fragmentos obtenidos Numero de
después de induccién a MCP Fragmentos
Fragmentos obtenidos (50-300 pb) 272
Fragmentos obtenidos mayores a 100 pb 108
Fragmentos diferencialmente expresados 53
Fragmentos que aumentaron su expresion en MCP 32
Fragmentos que disminuyeron su expresion en MCP 21

La figura 10, muestra algunos patrones representativos de los fragmentos
obtenidos con la metodologia de cDNA-AFLPs utilizando diferentes combinaciones
de oligonucleétidos como cebadores para la PCR selectiva. Los asteriscos
muestran algunos de los diferentes tipos de TDFs. Por ejemplo, los carriles 3, 4y
5 presentan un transcrito expresado durante la induccién de la MCP, que esta
ausente en los trofozoitos no inducidos a MCP (carril 2). Los carriles 6 y 7
representan un transcrito que esta presente en los trofozoitos no inducidos a MCP,
asi como en los trofozoitos incubados durante 1 h con el inductor de MCP, pero
este transcrito no se expreso a las 3y 6 h de incubacién con el inductor (carriles 8
y 9). También se encontraron transcritos que no cambiaron durante el curso de la

MCP como los indicados en los carriles 10, 11, 12 y 13.
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Figura 10. Patrones representativos de los TDFs obtenidos con la metodologia
de cDNA-AFLP’s en trofozoitos sin y con induccion a MCP durante 3y 6 h.
Empleando 56 diferentes combinaciones de oligonucleétidos como iniciadores para la
PCR selectiva y utilizando como templado cDNA de trofozoitos (sin inducir a MCP e
inducidos a MCP con G418 a 1, 3y 6 h), se realizaron los AFLPs. En la figura se
muestran geles de poliacrilamida al 12% que representan algunos de los patrones
representativos del andlisis de cDNA-AFLPs con 3 combinaciones diferentes de
iniciadores (E38-T32, E33-T38 y E33-T33). El carril 1 representa el marcador de
tamafio molecular pBR322/Mspl, los carriles 2, 6 y 10 representan los patrones
obtenidos del andlisis del cDNA-AFLPs para los trofozoitos no tratados con G418; los
carriles 3, 7 y 11 representan los cDNA-AFLP para los trofozoitos tratados con G418
por 1 h; los carriles 4, 8 y 12 representan los cDNA-AFLPs para los trofozoitos
tratados con G418 por 3 h, los carriles 5, 9 y 13 representan los cDNA-AFLPs para los
trofozoitos tratados con G418 por 6 h. Los asteriscos sefialan algunos ejemplos de los
diferentes patrones de expresion de los TDFs obtenidos.

De los 108 fragmentos mayores a 100 pb que se expresaron de manera
diferencial, solo se pudieron extraer de poliacrilamida 15, debido a que no todas
las bandas mostraron la misma intensidad, por lo que las mas tenues se perdieron
en el proceso de purificacion. Los 15 fragmentos purificados se reamplificaron, se
clonaron y se secuenciaron; alternativamente, se secuenciaron directamente los

productos de PCR, en un secuenciador ABI Prism 377 DNA Sequencing Systems,
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(Applied Byosistems). La homologia fue determinada por comparacion con la base
de datos usando inicialmente el algoritmo BLAST del Centro de Fuente
Bioinformatica para E. histolytica Pathema del Instituto Nacional de Alergias y

Enfermedades Infecciosas (NIAID) de Estados Unidos (http://pathema.tigr.org/tigr-

scrpts/Entamoeba/PathemaHomePage.cqi) asi como el algoritmo BLAST del

Centro Nacional para la investigacion en Biotecnologia (NCBI) (http:

www.ncbi.nim.nhi.qov/BLAST) cuando no se encontré alguna identidad en la base

de Pathema.

De los 15 fragmentos clonados, solo se obtuvieron 6 clonas con el fragmento
insertado, el resto no presento el inserto, tal vez por fallas en las concentraciones
del producto de PCR que se coloca en la reaccion para clonar.

La secuencia de las clonas con el fragmento insertado se representan en la figura
11. La tabla VII resume los resultados del analisis a nivel de nucleoétidos de estas
secuencias en las bases de datos antes citadas. La secuencia de nucleotidos de la
clona 1 mostr6 identidad del 100 y 95% para los genes que codifican para la
glutaminil-tRNA sintasa de Equus caballus y Canis familiaris respectivamente, la
clona 2 dio identidad del 90% para el gen que codifica a la glutaminil-tRNA sintasa
de Homo sapiens, las secuencia de nucledtidos de las clonas 3 y 4 mostraron
identidades del 91% y 99% con los genes que codifican para la subunidad
ribosomal 40S y la saposina like de E. histolytica, la secuencia de nucleétidos de
las clona 5 mostr6 identidad del 92% con un regulador transcripcional de la familia
XRE de Burkholderia vietnamiensis y la clona 6 mostré identidad del 97% con la

subunidad ribosomal 18S de E. histolytica (figura 11 y tabla VII).
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Figura 11. Secuenmas de Ias cIonas anallzadas para los dlferentes TDFs
obtenidos. Los fragmentos se clonaron en el vector pCR Il y posteriormente se
secuenciaron. En la figura se sefiala la secuencia de los adaptadores ligados a los
fragmentos en color azul y la secuencia de los transcritos se sefiala en amarillo.
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Tabla VII. Fragmentos diferencialmente expresados en E. histolytica después
de lainduccion de MCP con G418

%

Patron de Namero de RS
TDFs Identidad . similaridad
Expresion Acceso
(BLAST)
F1 Equus caballus similar to Incremento X _M001503943.1 100% 7e-34
Glutaminyl-tRNA synthase
(glutamine-hydrolyzing)-like 1
(LOC100066400), mMRNA
F1 Canis familiaris similar to Incremento XM 532250.2 95% 3e-27
glutaminyl-tRNA synthase
(glutamine-hidrolyzing —like 1
(LOC475014), mRNA
F2 Homo sapiens glutaminyl- Incremento N _M018292.3 90% 5e-06
tRNA synthase
(glutamine-hydrolyzing)-like 1
(QRSL1), mRNA
F3 Entamoeba histolytica 40s Disminucion 65.m00159 91% 3.8e-11
ribosomal protein S15 putative
F4 Entamoeba histolytica Incremento 46.m00263 99% 2.4e-25
Saposin-like protein
F5 Burkholderia vietnamiensis Incremento CP000619.1 92% 0.25
transcriptional regulator XRE
family
F6 Entamoeba histolytica gene for Disminucion AB426549.1 100% 1e-09

18S ribosomal RNA

En paralelo a la busqueda de TDFs hicimos un analisis in silico para investigar en
E. histolytica la presencia de proteinas homologas a las reportadas en otros
parasitos que participan en MCP. Buscamos al Sir-2 descrito en L. infantum como
regulador negativo de la apoptosis y también realizamos la busqueda de proteinas
de union a calcio (CABP), tomando en cuenta los reportes en donde se describe la
participacion de calcio intracelular en el desarrollo de la MCP para T. gondii (Peng
y cols 2003), T. brucei (Ridgley y cols 1999) y E. histolytica (Villalba y cols 2007).

La busqueda de estos proteinas se realizé en las bases de datos antes citadas, y
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posteriormente se hicieron alineamientos de la secuencia de aminoacidos
utilizando el programa Bio Edit version 7.0 (Hall TA 1999).

Los resultados entre el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de E.
histolytica y L. infantum mostraron 40% de identidad y 58% de homologia (figura
12A).

Por otra parte, de las proteina de unién a calcio reportadas en E. histolytica,
(Bhattacharya y cols 2006) elegimos a las Graininas 1 y 2, que son las que ya se
han purificado y caracterizado (Nickel y cols 2000), para alinear contra la
Calmodulina (CaM) de los paréasitos T. gondii y T. brucei en los que se describe la
participacion de calcio intracelular en el desarrollo de la MCP (Moreno y cols
2003). Los resultados se resumen en la figura 11B. Obtuvimos una identidad del
26% y 25%, (con valores esperados de 4e-07 y 3e-08) y homologias de 43% y
41% para las Graininas 1y 2, respecto a la Calmodulina de T. brucei y valores de
identidad de 25% y 24% (valores esperados de 2e-06 y 4e-08) y homologia de
42% a 41% para las Graininas 1 y 2 respecto a la Calmodulina de T. gondii (figura

12B).
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A

E. kistolptica SIR2

L infanteny SIR2

1
1

S IEECOHLPKA I YELKLKFEAF CECGALTECYCY TCEKEMCEECREKH
T 1] 5 [ ald- - - - - - H@

E. histolptice 502 41 PUWSCGREK GIEY CKE CK IPKEKWAKLYDTLFLFLF LHEGFGLFME
L infantun SIRZ 11 wLGEPQILERL aHy 1 -G - - - - - - - - oo oo A -- - - - - ..
E. histolptics 50R2 101 KPS HWOUEEM 0 RS G I FOFRENF T G (M L[S ML GESEF TERES F (DR
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E. histolptics 50R2 1561 K S H[GK P SR8 T SIEAMP GLIEK Y F NP Tl L T K LEY 1 5MLF NNy
L infanteny SIR2 20 REKEGIE | [3Rd5 RN LWPEHF gy vEIHIR | FLI§2 DEERL L R CC NS
E. histolptics S0R2 201 | SRR P N R G Y S GHML KME K S - - K]S R F | DN R OEEEC Y |0
L infamteny SIR2 130 ooy s PILRE R Foroaon i EMHTPRIES | EQEJNEY- L - EAMS[ETES R[S
E. histolptice 502 240 SME[EL O | (RS acE=) G GG MFER -WEECDINL RN L [EREEEL L 00 Sy |
L infamteny SIR2 ive TMG] | ERWY FF GERIL PnCYF F [N Ra i =l | 0 | NG T 5 ] P F ool
C histolptica S50R2 208 IDLTHEgNTISSEY - - - - - ------ - - I |
L infamteny SIR2 228 PCMVPRES W W“MMRERWGGLLFRFPODPLETYHEDAVAKEGRSSSSASR
E. kistalpticd SIRE 311 - - - - o - o o oo oo 8 MENSFHED-HN
L infanten SIR2 v SPSASPRREEGGTEDSPSSPMEEMEEASTSSSSOGYGAYGYHAHPOVCR
E. histolptica 50R2 323 WL a | IEKMEOFS | LE | M@l GODF -[gK Y -[M-E - - - - - - EQALKLHN
L infanten SIR2 328 [EVLFREDEOEFHNVY TL LEEL SEAL AR MR DA AP ATARRAPMNET
B
Proteina Nombredel Proteina Numero Valor H (%) 1 (%)
locus deacceso  esperado
Grainina-1 E.histolytica CaM GenBank:  3e-08 43 26
E.histolytica  Phatema: T. brucei X56511
EHI_167300
Grainina-2 E.histolytica CaM GenBank:  3e-08 41 25
E.histolytica  Phatema: T. brucei X56511
EHI_167310
Grainina-1 E.histolytica CaM GenBank:  2e-06 42 25
E.histolytica  Phatema: T. gondii Y08373
EHI_167300
Grainina-2 E.histolytica CaM GenBank:  4e-08 41 24
E.histolytica  Phatema: T. gondii Y08373
EHI_167310

Figura 12. Alineamientos de la secuencia de aminoacidos para Sir-2 y
porcentajes de identidad y homologia de Graininas entre E. histolytica y otros
parasitos. A. Alineamiento de Sir-2 de L. infantum y E. histolytica. Los alineamientos
se realizaron usando el programa BioEdit versién7.0 (Hall TA 1999); los aminoacidos
idénticos estdn sombreados en negro y los aminoacidos con propiedades similares
estan sombreados en gris. B. Porcentajes de las identidades y homologias de
Graininas 1y 2 de E. histolytica contra las calmodulinas de T. brucei y T. gondii.
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Para confirmar el patron de expresion observado con la metodologia de cDNA-
AFLP, y para evaluar el nivel de expresion de los TDF previamente secuenciados,
asi como de los genes que codifican para las proteinas analizadas in silico, se
realizd por triplicado la cinética de induccion a MCP, se aislé el RNA y se
cuantifico por PCR en tiempo real el cDNA correspondiente a cada RNA.

Para la cuantificacion se disefiaron oligonucleotidos para amplificar los genes de la
saponina-like y la subunidad ribosomal 40S como representante de las dos
subunidades encontradas en el proyecto del genoma de E. histolytica. Disefiamos
oligonucledtidos para amplificar la glutaminil-tRNA sintetasa, debido a que tres
diferentes TDFs coincidieron con genes que codifican para la proteina Glutaminil-
tRNA sintasa y en el proyecto del genoma de E. histolytica solo se ha reportado un
gen que codifica para Glutaminil t-RNA sintetasa. Consideramos conveniente su
analisis ya que la Glutaminil-tRNA sintasa y la Glutaminil-tRNA sintetasa estan
implicadas en las reacciones quimicas similares de la glutamina y las vias
anabdlicas de las proteinas. No incluimos el analisis del TDF para el regulador
transcripcional de la familia XRE debido a que en el genoma de E. histolytica se
reportan 100 reguladores de transcripcion pero ninguno de la familia XRE.
Disefiamos oligonucledtidos también el sir-2, las graininas 1 y 2 asi como el
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (gapdh) y la actina empleados como
genes endogenos.

Para normalizar las diferencias en la extraccion del RNA y la eficiencia de la
reaccion de sintesis de cDNA, se amplifico en tiempo real a los genes analizados
en paralelo con un gen enddgeno que se validé para determinar que su expresion

no fuera afectada por el tratamiento experimental.
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Para seleccionar el control endégeno analizamos dos de los genes mas utilizados:
actina y gapdh, para los cuales determinamos la cantidad relativa correspondiente
a cada RNA extraido de trofozoitos en incubacion con el inductor de MCP por 0.5,
1, 3y 6 h, asi como de trofozoitos sin tratamiento. La cantidad relativa de cada

uno de estos genes se determiné aplicando el método del 27 en el cual se

aplicé la férmula siguiente: 2% donde AC_ = AC

T tiempo x ) ACT tiempo O

Posteriormente, seleccionamos como gen enddgeno aquel que no mostraba una
relacion estadisticamente significativa entre el tratamiento a lo largo del tiempo y la
cantidad relativa. La tabla VIII resume los resultados de los Ct obtenidos de la
amplificacion de los genes probados para ser utilizados como enddgenos y los
célculos realizados para la determinaciéon de la cantidad relativa aplicando el

método del 2.
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Tabla VIII. Resumen del Anélisis de CTs para la

seleccion del control endégeno

Promedio del

Cr control AC+ 2"(aem
actina
control 23.8749 23.6898667 0.18503333 0.87962875
control 23.3814 23.6898667 -0.30846667 1.23839081
control 23.8133 23.6898667 0.12343333 0.91800039
0.5h 21.7383 23.6898667 -1.95156667 3.86794335
0.5h 21.2911 23.6898667 -2.39876667 5.27352148
0.5h 21.0656 23.6898667 -2.62426667 6.16570843
1h 26.465 23.6898667 2.77513333 0.14608365
1h 27.2108 23.6898667 3.52093333 0.0871151
1h 26.7269 23.6898667 3.03703333 0.12183214
3h 29.7227 23.6898667 6.03283333 0.01527342
3h 29.3149 23.6898667 5.62503333 0.02026265
3h 29.8822 23.6898667 6.19233333 0.01367483
6h 36.0148 23.6898667 12.3249333 0.00019491
6h 36.6155 23.6898667 12.9256333 0.00012853
6h 36.3129 23.6898667 12.6230333 0.00015852
gapdh
control 19.0711 19.1446667 -0.07356667 1.05231503
control 19.1297 19.1446667 -0.01496667 1.0104281
control 19.2332 19.1446667 0.08853333 0.94047837
05h 19.91 19.1446667 0.76533333 0.58831742
0.5h 19.4475 19.1446667 0.30283333 0.81065877
0.5h 19.1182 19.1446667 -0.02646667 1.0185146
1h 19.5529 19.1446667 0.40823333 0.75354557
1h 19.1901 19.1446667 0.04543333 0.96899872
1h 19.0496 19.1446667 -0.09506667 1.06811476
3h 19.5735 19.1446667 0.42883333 0.74286227
3h 19.5793 19.1446667 0.43463333 0.73988177
3h 19.709 19.1446667 0.56433333 0.67626785
6h 19.985 19.1446667 0.84033333 0.55851451
6h 19.1674 19.1446667 0.02273333 0.98436595
6h 19.296 19.1446667 0.15133333 0.90041792

La figura 13 muestra graficamente los resultados obtenidos, en ella se observa
gue el gapdh no mostro diferencias significativas en la cantidad relativa de
amplificado en las distintas condiciones experimentales, a diferencia de la actina
gue incremento su cantidad relativa después de 0.5 h de incubacion con el

inductor hasta valores de 3.86794335, 5.27352148 y 6.16570843 respectivamente
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para cada una de las replicas (5 veces mas en promedio), para disminuir hasta
valores menores a 1 después de 6 h de incubacion; por lo que este gen se

descarto para ser utilizado como gen endégeno.

7 -
6 .
. |
©
2 .
T 4 - |:|act|na p =0.009
o [Joapdh p=0.288
c 3 -
0
‘0
L 21
o
x
L 1 A T T - T
0 T T T — T 1

control 0.5h 1h 3h 6h
Tiempo tratamiento G418

Figura 13. Aplicacién del método 22°; para la seleccién del control endégeno.
Para validar el efecto del tratamiento en la expresion de los genes candidatos a ser
utilizados como enddgeno, se determind la cantidad relativa de los genes gapdh y
actina correspondientes a cada RNA extraido de trofozoitos en incubacién con el
inductor de MCP por 0.5, 1, 3 y 6 h, asi como de trofozoitos sin tratamiento. La
cantidad relativa se determiné usando la ecuacién 2¢; donde AC= (Ct tiempo x — Cr
fiempo 0)- El cambio en la cantidad relativa se observa en la grafica. En las imagenes de
abajo se muestran los corrimientos electroforéticos en geles al 2% con los productos
de la RT-PCR

Para que el método de cuantificacion sea valido, las eficiencias de amplificacion
correspondientes a un ciclo de la fase exponencial del gen problema y el gen
endogeno interno (previamente seleccionado), deben ser aproximadamente
iguales. Para determinar esta eficiencia, se realizaron cinco diluciones decuples
seriadas del producto de PCR, previamente cuantificado a 260 nm, el cual
contenia el fragmento esperado para cada gen. Posteriormente, estas diluciones

se amplificaron por triplicado bajo las condiciones antes descritas para obtener los
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valores de C. los cuales se graficaron contra el logaritmo de la concentracion

expresado en ng del cDNA utilizado para la amplificacién. El valor de la pendiente
de las graficas obtenidas se utilizé para calcular la eficiencia con la ecuacion:

E= 10¢YPendiente) -1 (Rasmussen 2001).

La tabla IX resume los datos obtenidos para el célculo de la eficiencia y la figura
14 muestra las gréficas para cada uno de los genes analizados. Como se observa
en ellas, los transcritos analizados mostraron alta eficiencia en el rango de 0.01 a
100 ng de cDNA con alta linealidad. En cada uno de los gréaficos se observan las
ecuaciones de la recta y los valores de la pendiente con que se calcularon las
eficiencias, las cuales fueron para todos los genes analizados, muy similares al del
control endbégeno, de 1.09, lo que permitié validar los resultados de expresion

relativa.
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Tabla IX. Resumen de CTs obtenidos para el calculo de la eficiencia de reaccion

[cDNA
ng]

100
100
100
10
10
10

0.1
0.1
0.1
0.01
0.01
0.01

Log
[cDNA ng]

CT
gapdh

19.1401
19.1642
19.5907
21.8183
21.6429
21.8342

24.7586
25.6195
25.5457
28.8108
28.2399
28.847

30.7495
31.6752

32.1155

CT
Grainina-
1

16.6625
16.8451

16.59
20.305
20.1366
20.1494

23.4292
22.349
24.2077
26.2211
26.325
26.0103

29.0805
29.1708

29.8538

CT
Grainina-
2
16.8425
16.5189
16.5155
20.0376
20.2548
20.2625

24.7591
31.5991
25.1428
29.4822
30.2013
27.4751

29.3443
32.6455

33.0489

CT
Glutaminil t-RNA
sintetasa

15.3708
15.4088

15.51

18.4101
18.0181
18.1537

21.7853
21.6115
21.8602
24.8144
25.1568
24.9355

27.3979
28.5051

28.9065

CT
sir-2

14.9406
14.8583
15.008

17.4051
17.7525
17.3144

20.3328
20.4177
20.8201
24.2936
24,7047
25.1632

29.0189
28.5931

28.227

CT
40S

17.4205
17.2362
17.3505
20.1807
20.338

20.2776

23.0769
23.5161
23.6791
25.0592
25.3444
26.6097

28.1233
29.3643

29.2006

CT

saponina-

like

15.8872
15.8446
15.8167
18.7127
18.9639
19.142

22.1723
22.067
22.1736
25.1534
25.31
24.9408

27.7756
27.6023

28.2408
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Figura 14. Determinacion de la eficiencia de amplificacién para los genes
analizados y el control endégeno. Los valores de Cr obtenidos de la amplificacién
por PCR en tiempo real de cada uno de los genes analizados se graficaron contra el
logaritmo de la concentracion del cDNA utilizado para la amplificacion. La ecuacion
asi como la pendiente de la recta se obtuvieron para calcular la eficiencia de acuerdo
a la ecuacién E= 10 (-1/pendiente)-1. La figura muestra las graficas obtenidas para el
control enddégeno gapdh y los genes grainina-1, grainina-2, glutaminil t-RNA sintetasa,
sir-2, subunidad ribosomal 40S, y saposina-like. Cada grafica muestra su ecuacion,
valor de R2 y la Eficiencia.
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Dado que el SYBR Green se une a cualquier doble cadena de acido nucleico aun
sin la secuencia especifica de interés (como por ejemplo dimeros de iniciadores),
se realiz6 un analisis de la curva de disociacion para identificar los productos
generados en la PCR en presencia de SYBR Green. Este analisis permite la
caracterizacion de los productos de PCR y de los dimeros de iniciadores segun
sus conductas de disociacion.

Durante la PCR, la fluorescencia inicial es baja e incrementa en cada ciclo. En
contraste, al principio de una curva de disociacion, la reaccion esta a una
temperatura baja y la fluorescencia es alta; como la temperatura incrementa de
una manera constante, la fluorescencia caera subitamente hasta que se alcance el

punto de disociacion caracteristico (Tm) para cada fragmento de DNA. La

proporcion en el cambio de fluorescencia como una funcién de la temperatura se
grafica, y en ésta se observara un producto homogéneo y puro de PCR con una
curva de disociacion sencilla, bien definida, con un solo pico estrecho. En cambio,
dimeros de iniciadores que se disocian a bajas temperaturas, muestran picos
anchos en sus curvas.

La figura 15 muestra las curvas de disociacion para los genes analizados con su
respectivo control que contiene todos los reactivos que se utilizan en la PCR, sin el
cDNA. Como se observa estas curvas mostraron un solo producto (un solo pico);
las temperaturas de disociacion fueron: 76.4°C para gapdh, 71.9°C para grainina-
1, 70.9°C para grainina-2, 74.5°C para glutaminil t-RNA sintetasa, 71.2°C para sir-

2, 71.8°C para 40S y 75.1°C para saposina—like. Por su parte, los respectivos
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controles no mostraron amplificacion

inespecifica. Estos resultados

confirmaron que las reacciones presentaron productos Unicos puros.
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Figura 15. Curvas de disociacion para los genes analizados. La valoracién de la
especificidad de los iniciadores en la PCR para el gadph y los genes estudiados
grainina-1, grainina-2, glutaminil t-RNA sintetasa, sir-2, subunidad ribosomal 40S, y
saposina-like se muestra en las curvas de disociacion que se obtienen de graficar la
derivada negativa de la fluorescencia contra la temperatura para los genes en la PCR

tiempo real con el SYBR Green.
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Una vez estandarizado y validado el procedimiento de la PCR en tiempo real, se
evaluaron los cambios de expresidn para los genes que codifican para las
proteinas Glutaminil t-RNA sintetasa, Graininas, Subunidad ribosomal 40S, Sir-2 y
Saponina-like durante el desarrollo de la MCP. La tabla X resume valores de la
expresion relativa y el error estdndar calculado con las replicas realizadas para los
trofozoitos sin tratamiento y tratados con el inductor de MCP a las 0.5, 1, 3y 6 h,
asi como el valor de “p” para cada uno de los genes analizados.

La figura 16, muestra el nivel de expresion relativa sin MCP (control) y durante el
curso de la induccién a MCP con G418 (0.5, 1, 3y 6 h). La expresion relativa de
graininas 1 y 2 incremento 80.26 y 132.11 veces respectivamente, en relacion al
control, después de 30 min de la induccién a MCP. Sin embargo después de 1 h
de induccion la expresiéon de ambos genes disminuy6 hasta valores de solo 6.6
veces la expresion del control, regresando a niveles casi iguales al control
después de 3 h de induccién. Posterior a las 6 h, el nivel de expresion de la
grainina-1 se mantuvo igual que en los trofozoitos control, mientras que la
expresion de la grainina-2 disminuyd 5 veces en relacién al valor basal (valor
expresion relativa de 0.23).

La glutaminil t-RNA sintetasa incrementd su expresion 55.63 veces mas que el
control después de 30 min de la induccion a MCP y disminuyé después de 1y 3 h
de induccién a valores de 12.66, y 3.86 veces la expresion basal del control. A las

6 h post-induccion los valores de expresion relativa bajaron hasta 0.2 (5 veces

menos que el control).
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El sir-2, después de 30 min de la induccion, incremento su expresion mas de
122.52 veces que los valores de expresion del control, disminuyendo a valores de
5.63 y 4.12 respecto al control después de 1y 3 h de induccion, respectivamente.
Posteriormente después de 6 h su expresion disminuyé a valores de 0.42, dos
veces menos que los trofozoitos no inducidos.

En contraste la subunidad ribosomal 40S incrementd su expresion solo 7 veces
mas que el control disminuyendo a valores de 1.42 después de 1 h de induccion y
se mantuvo con valores de 0.41, dos veces menos que los trofozoitos no
inducidos, desde las 3 hasta las 6 h posteriores a la induccion.

Finalmente, la saponina-like mostré 30 min después de la induccion los mas altos
valores de incremento de expresion de los genes que estudiamos, alcanzando
valores de 194.09 veces mas que la expresion en los trofozoitos control. Una hora
mas tarde la expresion disminuyo6 hasta valores de 2.69 y se mantuvo con valores
iguales a los de los trofozoitos sin induccién a las 3 y 6 h después de la induccién

(1.10 y 1.01 respectivamente).
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Tabla X. Resumen de los valores de expresion relativa en los genes

control
ER=1.03042769
e.std= 0.0610

ER=1.01422024
e.std=0.0411
p<0.001

ER=1.07778205

e.std=

ER=1.00958389
e.std=0.0476

ER=1.04120774
e.std=0.1000

ER=1.05862891
e.std=0.128

30 min
ER= 80.255998
e.std=16.240
p<0.001

ER=132.107942
e.std=25.424

estudiados
grainina—1
1h
ER=6.60029511
e.std=0.580

grainina—2
ER=6.67983132
e.std=1.066

3h

ER=1.84402953

e.std=0.667

ER=2.03613218
e.std=0.627

glutaminil-tRNA sintetasa

ER=55.628363
e.std=
p<0.001

ER=122.523711
e.std=27.109

ER=7.39685314
e.std=0.643

ER= 194.085695
e.std=46.198

ER=12.6649763
e.std=

sir-2
ER=5.63279395
e.std=1.119
p <0.001
40S
ER=1.41808071
e.std=0.302
p <0.001
saponina-like
ER=2.69095297
e.std=0.865
p <0.001

ER=3.86315127
e.std=

ER=4.12471873
e.std=1.138

ER=0.41371318
e.std=0.126

ER=1.10469861
e.std=0.0893

6h
ER=0.8153346
e.std=0.656

ER=0.22695457
e.std=0.0444

ER=0.19636247
e.std=

ER=0.4229479
e.std=0.0895

ER=0.41254832
e.std=0.0852

ER=1.01491354
e.std=0.301
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Expresién relativa
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p<0.001
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Figura 16. Expresion relativa de los genes analizados durante la induccion de
MCP. Las graficas muestran la expresion relativa de los genes seleccionados
durante la induccién de MCP. En el eje X, 1 representa la expresion relativa de los
genes en los trofozoitos sin tratamiento. 2, 3, 4 y 5 representan la expresion de los
trofozoitos después de 0.5, 1, 3y 6 h de incubacién con G418. En las imagenes de
abajo se muestran los corrimientos electroforéticos en geles al 2% con los productos
de la RT-PCR.
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7. DISCUSION

En los parasitos protozoarios se especula que el proceso de MCP es un factor
importante para regular la densidad poblacional, hecho beneficioso que permitiria
establecer la infeccion y garantizar la supervivencia de la poblacion, atenuando la
respuesta inmune del huésped (Bruchhaus y cols 2007). Hasta ahora el proceso
de MCP se ha identificado en tripanosomatidos (Ameisen y cols 1995, Welburn y
cols 1996, Moiera y cols 1996), Blastocystis hominis (Tan y cols 2001), P.
falciparum (Picot y cols 1997, Al-Olayan y cols 2002) y E. histolytica (Ramos y cols
2007, Villalba y cols 2007, Ghosh y cols 2010).

En el 2007 se reporté por primera vez la MCP en E. histolytica. Ramos y
colaboradores demostraron la induccion in vitro con especies reactivas de
nitrogeno (Ramos y cols 2007), y en paralelo nuestro grupo demostrd el evento
inducido por el aminoglucésido G418 (Villalba y cols 2007). Recientemente Ghosh
y colaboradores han confirmado nuestros hallazgos al demostrar que la MCP en
E. histolityca es también inducida por perdxido de hidrégeno (Ghosh y cols 2010).
De estos estudios el mejor caracterizado desde el punto de vista morfologico y
bioquimico lo constituye el reportado por nuestro grupo. Morfolégicamente, se
caracterizé por una reduccion en el tamafio celular, con incremento en el nimero
de vacuolas en el citoplasma. Ultraestructuralmente el ndcleo presentd
condensacion y fragmentacion de la cromatina y marcaje positivo a la prueba de
TUNEL después de 9 h de incubacion con el inductor, ademas la membrana

celular se mantuvo integra. Dicha fragmentacion del DNA fue abolida por el
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inhibidor de cistein proteasas E-64, lo que nos permitio sugerir que el evento era
dependiente de cistein proteasas.

Bioquimicamente, en tiempos de incubacién de 1 h con el inductor, se observo la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno, una disminucion intracelular
de potasio, el incremento citosolico de calcio y la disminucion de pH intracelular
(Villalba y cols 2007).

En este trabajo, investigamos si la MCP previamente reportada por nuestro grupo,
es consecuencia de un programa molecular regulado genéticamente, cuyo estudio
permitiria conocer los efectores pro-apoptéticos y anti-apoptoticos que el parasito
es capaz de activar bajo condiciones especificas tales como la resistencia a las
drogas durante el proceso de invasion, o bien el establecimiento en el huésped.
Para realizar este estudio primero evaluamos la sintesis de novo de las proteinas
durante la MCP, para conocer si esta podia ser asociada a la induccion de
efectores moleculares especificos. Los resultados de estos ensayos sugirieron que
el proceso de muerte en los trofozoitos inducido por G418 es un mecanismo
activo, asociado con un incremento en la sintesis de proteinas durante los
primeros 90 min de incubacion con el inductor. Las proteinas sintetizadas de novo
podrian estar participando en rutas bioquimicas relacionadas con MCP o bien en
la resistencia a la muerte celular, entre otros eventos. Edinger y colaboradores en
su reciente revision menciona que la MCP implica un incremento en la sintesis de
proteinas que participan en rutas especificas que requieren energia vy

programaciéon genética (Edinger y cols 2004).
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La fuerte induccion de la sintesis de ciertas proteinas se presentd a pesar de que
la principal actividad del analogo de neomicina G418, la constituye la inhibicion de
la sintesis de proteinas por interactuar con la subunidad ribosomal 80S (Bar-Nun y
cols 1983).

Una vez que se observo que la induccion del fendmeno de MCP en amiba
correlacionaba con un proceso de sintesis activa decidimos buscar efectores
moleculares que pudieran participar en el proceso. Para su busqueda
seleccionamos la metodologia de los cDNA-AFLPs, debido a que representa una
metodologia altamente reproducible y especifica para detectar genes que se
expresen diferencialmente. Esta metodologia ha sido ampliamente utilizada tanto
en genomas complejos, como sencillos. Fue aplicada por primera vez por Bachem
y colaboradores en 1996 para explorar la expresion diferencial en el proceso de
tuberizacion de la papa, aislando tres transcritos que codificaron para proteinas
gue participaban en dicho evento (Bachem y cols 1996). En el humano, se ha
utilizado para investigar las alteraciones en el transcriptoma de células hepéaticas
en respuesta a la infeccién por el virus del dengue, donde se identificaron 27 TDF
como genes involucrados en el proceso de infeccion viral (Ekkapongpisit y cols
2007). Se ha aplicado también a los caballos de resistencia bajo condiciones
estresantes para visualizar las variaciones de los perfiles de transcripcion, donde
se identificaron 49 TDFs diferencialmente expresados, de los cuales, cuatro
mostraron alta similitud de secuencia con genes involucrados en respuesta al
estrés inducido por el ejercicio (Cappelli y cols 2005). En levaduras, se analizaron

los cambios de expresion en presencia y ausencia de glucosa, comparando tres
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metodologias cDNA-AFLPs, microarreglos y GeneChip, demostrando que las tres
metodologias presentaron una correlacion en la expresion diferencial de genes
(Reijans y cols 2003).

Nuestro trabajo es el primero en emplear esta técnica en E. histolytica para
identificar genes diferencialmente expresados. Obtuvimos un tamafio en los TDFs
gue correlacion6 bien con reportes en otros genomas donde obtienen tamarfos de
alrededor de 1000 pb para genomas complejos como humanos, animales y
plantas (Bachem y cols 1996; Ekkapongpisit y cols 2007, Cappelli y cols 2005) y
TDFs de tamafios menores a 200 pb para genomas menos complejos como
levaduras (Reijans y cols 2003).

Enfocamos nuestros esfuerzos en purificar TDFs que se sobreexpresaban o que
disminuian su expresién en etapas tempranas de induccion debido a que, los
resultados de los ensayos donde evaluamos la sintesis de novo de las proteinas
durante la MCP, mostraron un incremento en la sintesis de proteinas durante los
primeros 90 min de incubacién con el inductor, ademas de que los resultados del
trabajo previo mostraron cambios bioquimicos tempranos menores a 1 h (Villalba y
cols 2007). Incluimos también tiempos de 3h y 6 h de induccion ya que en el citado
trabajo también se detectaron cambios fenotipicos intermedios y tardios del
proceso de MCP. De lo anterior se dedujo que algunas de las modificaciones en la
expresion de los distintos efectores moleculares relacionados con dicho fenotipo
podrian presentarse en etapas tempranas del tratamiento. Derivado de este
analisis aislamos seis fragmentos que codificaron para Saposina-like, Glutaminil-

tRNA sintasa y Subunidades ribosomales 40S y 18S (tabla VI). Nosotros
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consideramos como desventaja de esta metodologia, el hecho de haber obtenido
solo pocos fragmentos polimorficos en tamafios mayores a 100 pb y un gran
numero de fragmentos similares en tamafio de aproximadamente 100 pb. Este
hecho impidié que pudiéramos purificarlos con éxito en los geles de poliacrilamida.
El disefio de nuevos iniciadores para ser utilizados en esta técnica, asi como el
utilizar otras enzimas de restriccion, podria permitir generar un mayor numero de
fragmentos en tamafios mayores a 100 pb, que nos pudieran permitir su
purificacion de manera mas eficiente. Sin embargo a pesar de que obtuvimos solo
pocos fragmentos, esta metodologia nos fue atil para encontrar genes que
participan en el proceso de MCP.

Otra metodologia que podria ser utilizada para la busqueda de genes con mas
eficiencia podria ser la de microarreglos, sin embargo, para esta se requiere de
equipo y software especializados.

Por otro lado con el analisis in silico usando la base de datos del banco de genes
del Centro Nacional para la investigacion en Biotecnologia (NCBI)

(http:www.ncbi.nim.nhi.qgov/BLAST), y del Centro de Fuente Bioinformética para E.

histolytica Pathema del Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas

(NIAID) (http://pathema.tigr.org/tigr-scrpts/Entamoeba/PathemaHomePage.cqgi) de
Estados Unidos, buscamos proteinas homologas a Sir-2, debido a que se ha
descrito en L. infantum como un regulador negativo de la apoptosis (Vergenes y
col 2002), y también realizamos la busqueda de genes que codifican para
proteinas de unién a calcio (CABP). Esto ultimo tomando en cuenta los reportes

en T. gondii, T. brucei y sobre todo nuestro reporte previo en E. histolytica, en los

81


http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/BLAST
http://pathema.tigr.org/tigr-scrpts/Entamoeba/PathemaHomePage.cgi

Discusidn

cuales se ha descrito que la MCP inducida por oxido nitrico, especies reactivas de
oxigeno y G418 respectivamente, muestra la participacion del calcio, aunque no
se ha identificado de manera especifica alguna proteina de unién a calcio
directamente asociada (Peng y cols 2003, Ridgley y cols 1999, Villalba y cols
2007). Elegimos como CABP en E. histolytica a las Graininas 1 y 2, para alinear
contra la calmodulina (CaM) de los parasitos T. gondii y T. brucei debido a que de
las proteinas de unién a calcio reportadas en E. histolytica (Bhattacharya y cols
2006) ya se han purificado y caracterizado con detalle (Nickel y cols 2000).

Esta busqueda resulto facil debido a que ya se tenian estudios previos, en otros
parasitos que nos orientaron en la busqueda de proteinas que podrian estar
participando en el proceso de MCP de E. histolytica. Asi consideramos que es
sencilla y arroja resultados; sin embargo tiene la desventaja de requerir estudios
previos o conocimiento de algunas proteinas que participen en el proceso.

Usando PCR en tiempo real evaluamos los patrones de expresion de los genes
seleccionados y encontramos que las graininas mostraron un increment6 en la
expresion al inicio de la MCP. Tomando en consideracion nuestros resultados
previos (Villalba y cols 2007), en el cual el fendmeno fue caracterizado por un
incremento de calcio citosélico en etapas tempranas, el incremento en la
expresion de las graininas después de 30 min de la induccion de 80 y 132 veces
mas que en las células no estimuladas, sugiere que los trofozoitos activan un
mecanismo molecular que pudiera compensar la pérdida de calcio, tratando de
recapturar el calcio citosélico. La liberacion de calcio como ha reportado Jin y

colaboradores, activa varias enzimas entre las que destacan cistein-proteasas (Jin
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y cols 2004). Estos autores demostraron en células de rifidn de rata, la induccion
de apoptosis dependiente de caspasas inducida por G418, por dos rutas. La
primera debida al incremento en la concentracion de calcio citoplasmico que
provoca la ruptura de la m-calpaina y la subsecuente activacion de pro-caspasa
12; y la segunda, la liberacion de citocromo ¢ de mitocondria (Jin y cols 2004). En
humanos se ha descrito una proteina de unién a calcio, la “fortilina”, con una
potente funcion anti-apoptética, presente tanto en el nucleo y el citoplasma,
inducible por estimulacion con suero y metales pesados (Graidist y cols 2007).
Esta proteina se expresa en niveles mucho mas altos en las lineas de células
cancerosas, en las cuales se ha demostrado que funciona capturando Ca*?
protegiendo asi a la célula contra la apoptosis dependiente de calcio (Graidist y
cols 2007). Los resultados presentados aqui sugieren que las Graininas de E.
histolytica pudieran tener una respuesta compensatoria, tratando de disminuir el
calcio libre intracelular probablemente teniendo una actividad anti-apoptotica.

Por otro lado, encontramos que tres diferentes TDFs coincidieron con genes que
codifican para la proteina Glutaminil-tRNA sintasa. En el proyecto del genoma de
E. histolytica solo se ha reportado un gen que codifica para Glutaminil t-RNA
sintetasa. Debido a que la Glutaminil-tRNA sintasa y la Glutaminil-tRNA sintetasa
estan implicadas en las reacciones quimicas de la glutamina y las vias anabdlicas
de las proteinas, analizamos la expresion del gen glutaminil-tRNA sintetasa. Este
gen ha sido reportado en humanos como un regulador negativo de muerte celular,
a través de antagonizar la interaccién con las cinasa 1 (ASK1) y c-jun terminal

(INK) (Ko y cols 2001). Por otro lado, investigaciones del gen que codifica para
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glutaminil-tRNA sintetasa de T. brucei han demostrado que la disminucion de su
respectivo producto por interferencia de RNA, es esencial para su crecimiento
(Rinehart y cols 2004). Asi, nuestra hipdtesis de que la sobreexpresion de
glutaminil- tRNA sintetasa pudiera tener una actividad antiapoptotica en E.
histolytica, es fortalecida por el incremento de de los niveles de RNA al inicio del
proceso de MCP.

Por su parte, la sobreexpresion de sir-2 correlaciona con estudios en Leishmania
donde se ha demostrado que su sobreexpresion incrementa la media de
supervivencia del parasito, proporcionando una significativa proteccién contra
muerte celular por apoptosis debida a condiciones de estrés (Vergenes y cols
2005). En mamiferos se ha sugerido que el homdlogo de Sir-2 interacciona
fisicamente con p53 y atenua las funciones de apoptosis en respuesta al dafio del
DNA vy el estrés oxidativo (Luo y cols 2001); también se ha demostrado que
interactda con la subunidad RelA/p65 de NF-kappaB e inhibe su transcripcion,
responsable a su vez de regular genes que controlan la sobrevivencia celular
(Yeung y cols 2004). Sir-2 también participa en el control de la respuesta celular a
estrés mediante el control de la familia de factores de transcripcion FOXO vy
Forkhead, una familia de proteinas que funcionan como reguladores de la
longevidad del organismo. (Motta y cols 2004, Brunet y cols 2004).

En contraste a la amplia sobreexpresion de graininas, sir-2 y glutaminil t-RNA
sintetasa, la expresion de la subunidad ribosomal 40S solo incrementd 7 veces
mas que las células normales al inicio del proceso de MCP, disminuyendo esta

expresion mas tarde, similar a los datos reportados por Mroczek y colaboradores
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gue han demostrado una degradacion de rRNA dependiente de ROS (Mroczek y
cols 2008).

Estos y otros autores han sugerido que la disminucién en expresion de las
subunidades ribosomales puede modular la expresion de genes que participan en
el proceso de MCP (Mroczek y cols 2008, Schumacher y cols 2006, Colébn Ramos
y cols 2006); no obstante, esto pudiera representar también un efecto inhibidor en
la sintesis de proteinas producida por G418 (Bar-Nun y cols 1983).

Finalmente, la mas importante sobreexpresion de los genes encontrados durante
las fases tempranas de MCP fué obtenida con el gen de la saposina-like.
Investigaciones de Winkelmann y colaboradores en 2006, reportaron que la
proteina Saposina-like en E. histolytica tiene caracteristicas similares a la
Saposina C de humanos (Winkelmann y cols 2006). Esta proteina participa en el
incremento del contenido de ceramida celular (Berent y cols 1981, Tayama y cols
1993, Wiegmann y cols 1994) produciendo la activacion de proteinas cinasas,
proteinas fosfatasas (Kong y cols 2005) JNK, (Brenner y cols 1997, Lozano y cols
1994, Shirakabe y cols 1997), Catepsina D, y caspasa-3 (De Stefanis y cols 2002)
asi como la traslocacion de Bax a mitocondria y la liberacion de citocromo c
(Birbes y cols 2005, Kashkar y cols 2005). En P. falciparum, Pankova y
colaboradores han demostrado que la ceramida puede mediar la inhibicion del
crecimiento por disminucion en los niveles de glutation (Pankova- Kholmyvansky y
cols 2003). Se ha reportado también que los miembros de la familia SAPLIPS (del
inglés saposin-like proteinas) son capaces de interactuar con lipidos especificos

(Munford y cols 1995, Bruhn 2005). Interesantemente, ha sido demostrado que los
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analogos de lisofosfolipidos, (LPAs) tienen una potente y selectiva actividad
antiparasitaria, particularmente contra tripanosomatidos como Leishmania y
T.cruzi, aunque las rutas bioguimicas involucradas son aun desconocidas (Urbina
2006, Denny y cols 2004). Por su parte en E. histolytica, Ramos y colaboradores
sugieren que las moléculas como fosfolipasas y ameboporos podrian ser
afectadas en la apoptosis inducida por especies de Oxido nitrico (Ramos y cols
2007).

Similar a Jin y colaboradores (Jin y cols 2004) y a una MCP tipica, nosotros
hipotetizamos como una posible ruta de sefalizacion disparada por G418 la
liberacién de calcio intracelular y la subsecuente activacion de enzimas como
calpaina-like y CPs. En la base de datos para el genoma de E.histolytica se
reporta una calpaina-like y 51 CPs, algunas de las cuales pudieran estar actuando
como caspasas, puesto que no se ha descrito como tal alguna caspasa. Nuestra
hipotesis se refuerza con los resultados del trabajo previo donde demostramos
gue la degradacién del DNA inducida por G418 fue disminuida en presencia del
inhibidor de CPs E64, sugiriendo la participacion de estas ultimas en el proceso,
probablemente en las fases finales de la MCP (después de las 9 h). Asi mismo es
reforzada por el incremento en la expresion relativa de graininas que encontramos
al inicio del proceso.

Sin embargo otras rutas posiblemente podrian estar siendo activadas, como
aquellas en donde participa la saposina-like (que fue el transcrito que presento
mas altos niveles de expresion relativa en este trabajo) induciendo como en la

tipica MCP, la hidrdlisis lisosomal y liberacion de esfingolipidos como ceramida,
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los cuales inducen las cascadas de sefalizacion de cinasas asi como de
fosfatasas que activan a CPs. (Kong y cols 2005; De Stefanis y cols 2002).
Nuestra hipétesis es que el proceso es controlado por un equilibrio preciso entre
los eventos pro-apoptéticos y anti-apoptoticos. En los estadios tempranos de la
MCP, los trofozoitos sobreexpresan genes que codifican para proteinas
especificas como Graininas, Sir-2 y Glutaminil t-RNA sintetasa, tratando de abatir
los eventos bioquimicos que marcan la muerte celular y promueven MCP.
Después, si el estimulo apoptético permanece, las alteraciones morfolégicas como
reduccion condensacion y fragmentacion de cromatina, proceden probablemente
debido a la activacién de rutas pro-apoptoéticas y/o al desbalance de sefiales que
limitan la muerte contra sefales que promueven la muerte.

Estudios moleculares actualmente en progreso podrian determinar el papel
especifico de las moléculas que encontramos y otras moléculas no identificadas
aun, que regulen el suicidio celular en este parasito que puedan ofrecer nuevas
posibilidades para controlar la enfermedad parasitaria, ya que recientemente se ha
descrito la resistencia a farmacos asociada con proteinas potencialmente
implicadas en MCP. Como ejemplos podemos citar los siguientes: i) la Oxidasa
Trypanosomatida Alternativa (TAO) de T. brucei que contribuye a la reduccion en
la produccion de ROS y por lo tanto a la inhibicion de la MCP (Tsuda y cols 2006);
i) las proteinas de choque térmico HSP83 y una calpaina-like, en L. donovani que
modulan la susceptibilidad a antimoniales y otras drogas por interferir con el
potencial de membrana mitocondrial y la interaccion de otras proteinas implicadas

en MCP (Vergnes y cols 2007); iii) la presencia en varios parasitos, incluyendo E.
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histolytica del fenotipo de Resistencia a Multiples farmacos (MDR), en el cual se
presenta sensibilidad reducida a la MCP (Robinson y cols 1997) y que se
caracteriza por la sobreexpresion de los genes que codifican para las
fosfoglicoproteinas (PGPs). (Barbarics y cols 1998).

Nosotros podriamos proponer tentativamente como blanco anti-amibiano a las
Graininas, ya que son especificas de E.histolytica y contribuyen a la inhibicion de
la MCP, pero se requieren hacer estudios mas detallados que determinen que no
existe homologias entre estas y alguna proteina humana, asi como determinar el
papel especifico de estas moléculas frente a otros inductores de MCP en E.
histolytica.

En resumen, los resultados presentados aqui demuestran que la MCP inducida
por G418 en E. histolytica es un proceso programado y activo. Los genes aislados
en este trabajo representan los primeros genes identificados durante los estados
tempranos del proceso de MCP que pudieran estar implicados en la muerte celular

de E. histolytica.
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8. CONCLUSION

1. Se comprobd que el proceso de muerte en los trofozoitos inducido por
G418 esta asociado con un mecanismo activo que involucra la sintesis de
proteinas especificas, incluyendo Saposina-like, Glutaminil-tRNA sintetasa,
Subunidades ribosomales 40S y 18S, Sir-2 y Graininas.

2. Utilizando retrotranscripciéon y PCR cuantitativa en tiempo real encontramos
gue glutaminil t-RNA sintetasa, sir-2, graininas y saposina-like se
sobreexpresaron 30 min después de la induccion de MCP hasta valores de,
55.63, 122.52, 80.26, 132.11 y 194.09 veces respectivamente, en relacion
al control, mientras que esta expresion disminuyé dramaticamente a los 60
min. Por otro lado la sobreexpresion de genes ribosomales incrementé solo
7 veces mas que el nivel basal de expresibn mostrando una progresiva
disminucién después de 90 min.

3. Nuestros resultados dan evidencia de los primeros genes identificados
durante estados tempranos de MCP en E. histolytica que pudieran estar
implicados en la regulacién de rutas apoptéticas: glutaminil t-RNA sintetasa,
sir-2, graininas y las subunidaes ribosomales pudieran estar actuando como
reguladores negativos de MCP, intentando controlar los cambios
bioquimicos relacionados con la activaciéon de la MCP y saposina-like,
pudiera estar actuando como un regulador positivo de apoptosis activando

algunas de las rutas de muerte celular.
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Recamendacienes y Sugerencias

9. RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

El trabajo anterior permite recomendar la aplicacion de la técnica de cDNA-AFLPs
para el estudio de la deteccion de expresion diferencial en E. histolytica.
A patrtir de los resultados obtenidos se sugieren los siguientes trabajos:

1. Medir niveles de expresion de calpaina-like, y catepsina después de inducir
el proceso de MCP por G418 en E. histolytica para tratar de conectar los
genes previamente encontrados a una via apoptotica.

2. Continuar con la busqueda de genes activadores e inhibidores del proceso
de MCP inducido con especies reactivas de oxigeno y peroxido de
hidrégeno utilizando la metodologia de cDNA-AFLPs, para tratar de elucidar

algunas rutas apoptoticas independientes de cistein-proteasas.
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This study presents morphological and biochemical evidence of programmed cell death (PCD) in
Entamoeba histolytica induced by exposure of trophozoites to the aminoglycoside antibiotic
G418. Morphological characteristics of PCD, including cell shrinkage, reduced cellular volume,
nuclear condensation, DNA fragmentation and vacuolization were observed, with preservation of
trophozoite membrane integrity. PCD is orchestrated biochemically by alterations in intracellular
ion fluxes. In G418-treated trophozoites, overproduction of reactive oxygen species (ROS),
decreased intracellular K*, increased cytosolic calcium, and decreased intracellular pH levels
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were observed. However, externalization of phosphatidylserine was not detected. These results
suggest that amoebae can undergo PCD under stress conditions, and that this PCD shares
several properties with PCD reported in mammals and in a variety of unicellular organisms.

INTRODUCTION

Entamoeba histolytica, the causal agent of amoebiasis, is a
protozoan parasite that resides in the colon of infected
humans. The invasive trophozoites adhere to mucus and
epithelial cells, proliferate by binary fusion, and release
proteolytic factors that destroy the intestinal mucosa,
resulting in amoebic dysentery. In one in 10 patients with
intestinal E. histolytica infection, the trophozoites migrate
through the portal vein to the liver and give rise to amoebic
abscesses, the main cause of death by this parasite
(Espinosa-Cantellano & Martinez-Palomo, 2000). The
apoptosis of host cells such as macrophages induced by
contact with E. histolytica trophozoites has been widely
studied, and it is considered an important feature of
the host—parasite relationship (Ragland et al, 1994;
Berninghausen & Leippe, 1997).

Programmed cell death (PCD) has been considered a
critical mechanism of development, differentiation and
control of cellular proliferation in metazoans. However,
increasing evidence indicates that PCD is also present in

Abbreviations: BCECF, 2-,7-bis(2-carboxyethyl)-5-(and 6)-carboxyfluor-
escein; [Ca? "], intracellular Ca®* concentration; DCFDA, dichlorodihy-
drofluorescein; K;*, intracellular potassium; NT, not (G418) treated;
PBFI-AM, potassium-binding benzofuran isophthalate; PCD, pro-
grammed cell death; pH; intracellular pH; P, propidium iodide; PS,
phosphatidylserine; ROS, reactive oxygen species; TUNEL, terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated biotin-dUTP nick end labelling.

unicellular organisms. Forms of PCD such as apoptosis,
apoptosis-like processes and necrosis-like processes have
been identified in several bacteria (Lewis, 2000), yeast
(Madeo et al, 1999), the slime mould Dictyostelium
discoideun (Cornillon et al, 1994), the dinoflagellate
Peridinium gatunense (Vardi et al, 1999), the euglenoid
Euglena gracilis (Scheuerlein et al, 1995), the ciliate
Tetrahymena thermophila (Christensen et al., 1995), and
the protozoan parasites Trypanosoma, Leishmania (Nguewa
et al, 2004) and Plasmodium (Al-Olayan et al, 2002).
Recently, results reported by Ramos et al. (2007) have
suggested the induction of an apoptotic-like process by
nitric oxide species in E. histolytica. Apoptosis is the result
of a genetic program that induces cellular and biochemical
changes, including caspase activation, externalization of
phosphatidylserine (PS), an increase in intracellular CaZt
and mitochondrial dysfunction, as well as physical changes
such as cell shrinkage, alteration in cell volume, cytoplas-
mic blebbing and vacuolization, chromatin condensation,
and nucleosomal fragmentation. Apoptosis is energy
dependent, requiring ATP for signalling from the cyto-
plasm to the nucleus of the cell. The physiological role of
apoptosis in protozoa is unknown. Although there is no
obvious.advantage at the individual level for unicellular
organisms to carry the complex machinery required for
PCD, the phenomenon has been related to altruistic
behaviour, with clear benefits for the entire population,
or as a mechanism to avoid host death (Wanderley et al.,
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