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I. INTRODUCCION.
1. Antecedentes generales del tema.

La amibiasis es la infeccién parasitaria causada por el protozoario
entérico Entamoeba histolytica. La amiba es el nombre comun del parasito, el
cual presenta dos fases morfolégicamente distinguibles durante su ciclo de
vida: i) el quiste, infectivo, inmovil y resistente a cambios medioambientales v ii)
el trofozoito, moévil, sensible a los cambios ambientales y capaz de invadir
tejidos y fagocitar células del hospedero. Este microorganismo vive usualmente
como comensal en el lumen del intestino grueso del hombre, provocando una
amibiasis luminal benigna. Sin embargo, bajo ciertas condiciones del huésped
que incluyen la desnutricién, la presencia de un estado inmunolégico débil y
otras causas no bien entendidas aun, el parasito es capaz de invadir la mucosa
intestinal y provocar la disenteria amibiana. De manera interesante, estos
eventos correlacionan con cambios en la expresion de genes de virulencia de
los trofozoitos invasivos. Una vez invadido el epitelio intestinal, el parasito
puede diseminarse a través de la sangre y tejidos, originando la amibiasis
invasiva en donde los trofozoitos son capaces de causar lesiones
extraintestinales, principalmente en el higado y con menos frecuencia en el
pulmén, cerebro, piel, 6rganos genitales, bazo y rindn (Martinez-Palomo, 1989).

Esta infeccion prevalece principalmente en los paises en vias de
desarrollo, donde las condiciones socioecondmicas y de sanidad e higiene son
deficientes. Aunado a la desnutriciéon de la poblacién se propicia un estado
inmunoldgico deficiente en los individuos, los cuales constituyen factores de
predisposicion y riesgo muy importantes frente a las infecciones, en especial a

aquellas producidas por protozoarios parasitos que habitan en el tracto



gastrointestinal como lo es E. histolytica (Cook, 1980; Martinez-Palomo, 1987;

Ravdin y col., 1988).

1.1 Epidemiologia de la amibiasis.

La infecciones producidas por E. histolytica presentan una alta incidencia,
convirtiendo a la amibiasis humana en uno de los problemas mas serios de
salud a escala mundial. La infeccidon ocurre por la ingestion de alimentos
contaminados con quistes y se considera que los seres humanos son la Unica
fuente directa o indirecta de transmision del parasito ya sea por medio de las
manos, los alimentos y las bebidas contaminadas con heces humanas. La
mayor parte de los individuos infectados son portadores asintomaticos. Su alta
prevalencia es el resultado de condiciones socioecondmicas precarias, asi
como estandares de higiene y sanidad deficientes, lo cual es muy frecuente en
las comunidades de los paises en vias de desarrollo. Aproximadamente, el
10% de la poblacién mundial es portadora del parasito aunque solo un bajo
porcentaje sufre la enfermedad (WHO, 1997). En algunos paises, la amibiasis
se coloca entre las diez primeras causas de muerte, siendo la tercera
enfermedad parasitaria de mayor importancia en el ambito mundial, precedida
Unicamente por la malaria y la esquistosomiasis (Walsh, 1988). Los estudios
serolégicos usados para estimar la proporcion de la poblacion que ha tenido
contacto con el parasito o bien que sufre de amibiasis actualmente, sugieren
que uno de cada diez individuos infectados presenta invasion de la mucosa
intestinal o hepatica (Walsh, 1982).

En México, la amibiasis es una enfermedad endémica considerada como

un serio problema de salud publica ya que se ha estimado que existe una



proporcion de un paciente con amibiasis invasiva por cada 4 o 5 portadores
asintomaticos (Sepulveda, 1982). Se estima que de la poblacion mexicana
total, el 20% son portadores, el 2% se encuentran enfermos y entre 0.1-0.2%
de los enfermos muere (Conde-Bonfil y De la Mora, 1992). En México,
Caballero-Salcedo y col, (1994) realizaron un estudio de hemaglutinacion
indirecta con anticuerpos especificos dirigidos contra E. histolytica vy
encontraron que el 8.4% de la poblacion examinada fue seropositiva, siendo la
zona norte donde se presento menor incidencia de amibiasis. Los resultados
sefalan una fuerte relacién entre la frecuencia de amibiasis y factores
econdémico-sociales tales como el hacinamiento, la carencia de servicios
publicos, los malos habitos higiénicos y el analfabetismo. EI Boletin

Epidemiolégico publicado por la Secretaria de Salud (http://www.ssa.gob.mx),

reportd los casos acumulados de amibiasis intestinal y abscesos hepaticos

amibianos por entidad federativa para el periodo 1999-2000 (Fig. 1).

1.2. Morfologia de E. histolytica.

La membrana plasmatica de los trofozoitos de E. histolytica semeja a
las membranas celulares de eucariontes superiores (Martinez-Palomo, 1986).
En esta estructura celular se organizan diversas moléculas de superficie que
modulan diversos eventos importantes para el establecimiento del parasito en
su huésped tales como: i) la formacion del casquete (Vargas et al, 1996); ii) la
adhesion a la célula blanco (Petri et al.,, 1987; Rosales-Encina et al., 1987;
Arroyo-Orozco., 1987); iii) la fagocitosis (Rodriguez y Orozco., 1986); iv) el

dafio a la membrana de la célula blanco por medio de las proteinas formadoras
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de poros o amebaporos (Lynch et al., 1982) y, v) la secrecién de proteasas
(Keene et al., 1990). En conjunto estos eventos le permiten a la amiba
colonizar e invadir tejidos en su hospedero. Otra caracteristica interesante en
E. histolytica es que su material genético esta confinado por una membrana
nuclear muy semejante a la de otros eucariontes. El trofozoito generalmente
tiene un nucleo de 4 a 7 um y aproximadamente el 20% de las células
presentan dos o mas nucleos, por lo que la presencia de multiploidia es una

caracteristica genética comun en este parasito (Martinez-Palomo, 1993).

1.3. Ciclo de vida de E. histolytica.

Durante su ciclo de vida, el parasito presenta dos estadios morfolégicos
claramente distinguibles: el quiste y el trofozoito. El quiste se presenta
ligeramente ovalado con un diametro de 8 a 20 ym, cuatro nucleos y una pared
celular de aproximadamente 125 a 150 nm de espesor. Los quistes maduros,
los cuales son muy resistentes al medio ambiente y a cambios ambientales
drasticos, al ser ingeridos por el ser humano se desplazan por el estbmago
llegando hasta el ileon donde ocurre el desenquistamiento. Los mecanismos
moleculares que controlan la reaccion de desenquistamiento aun no han sido
abordados debido a la falta de un sistema in vitro que reproduzca el fendmeno
de manera eficaz. De cada quiste emergen ocho trofozoitos uninucleados los
cuales posteriormente se dividen rapidamente por fision binaria en el lumen del
intestino estableciendo la infeccion (Martinez-Palomo, 1989). Reciente, se ha
reportado el analisis global de la expresion de genes a escala gendmica, donde

se analizaron los quistes. De manera interesante se defini6 que genes tales



como diversas sintetasas de quitina se sobrexpresan en los quistes, modulando
de manera importante la reaccion de enquistamiento (MacFarland et al, 2007).

Una vez que los trofozoitos se han adherido a la mucosa intestinal, estos
pueden alojarse como comensales alimentandose de bacterias o de detritus
celulares provenientes del intestino. La fase activa del parasito es el trofozoito,
el cual, en contraste con el quiste, es extremadamente sensible al medio
ambiente y muere rapidamente por desecacion. El trofozoito tiene un diametro
de 10 a 60 um, posee una gran actividad motora y un pleomorfismo
caracteristico por la forma ameboide. El trofozoito es esencialmente anaerobio,
aunque puede crecer en presencia de oxigeno. Mediante mecanismos
moleculares aun no caracterizados, los trofozoitos atraviesan la mucosa
intestinal invadiendo los vasos sanguineos de los tejidos mas proximos,
diseminandose hacia los diferentes 6rganos del cuerpo provocando abscesos,
principalmente en el higado (Fig. 2). Este proceso esta determinado por la
expresion de algunos genes de virulencia los cuales se expresan a bajos
niveles en condiciones de no invasion o bien cuando los trofozoitos se crecen
en condiciones de laboratorio. Los trofozoitos se pueden desprender de la
mucosa intestinal y en la luz del intestino grueso e iniciar nuevamente el
proceso de enquistamiento, durante el cual las células pierden movilidad,
toman una forma esférica, se deshidratan y excretan parte de las reservas
alimenticias presentes en las vacuolas digestivas, asumiendo la forma de
prequiste.

Posteriormente, secretan una pared quitica y forman pilas de ribosomas
que forman los cuerpos cromidiales, transformandose en quistes

uninucleados inmaduros (Despommier y Karapelou, 1987). EI quiste



uninucleado presenta sucesivas divisiones nucleares y origina nuevamente
al quiste maduro tetranucleado cerrando el ciclo de vida (Fig. 2). Finalmente,
resulta importante resaltar que un alto porcentaje de los individuos infectados
de esta forma, pueden permanecer como portadores asintomaticos.

Por otra parte, se sabe que los trofozoitos pueden duplicar su genoma
varias veces incluso antes de que ocurra la citocinésis, generando de esta
manera poblaciones de trofozoitos multiploides. ElI fendmeno podria ocurrir a
través de una desacoplamiento del ciclo celular con la replicacién del DNA (Das
y Lohia, 2002). Esto podria explicar también las diferencias en el contenido de
DNA observados previamente en algunas cepas de E. histolytica (Lépez-Revilla

y Gémez, 1978).



Figura 2. Ciclo de vida de E. histolytica. El ser humano se infecta al ingerir
quistes (2). El desenquistamiento (3) ocurre en el intestino delgado y los
trofozoitos liberados migran al intestino grueso. Los trofozoitos se multiplican
por fisidén binaria y producen quistes (4), los cuales pueden salir por las heces.
Debido a la proteccion conferida por las paredes de quitina, los quistes pueden
sobrevivir dias o semanas en el medio externo y transmitir la infeccion,
iniciando nuevamente el ciclo (1). En muchos casos los trofozoitos se
mantienen en el lumen intestinal presentandose una infeccion asintomatica (A).
En algunos pacientes, los trofozoitos invaden la mucosa intestinal (B),
produciendo desde sintomas leves hasta disenteria grave, o bien, puede
producirse una enfermedad extraintestinal,(C), con manifestaciones patolégicas
cuando por el torrente sanguineo, los trofozoitos invaden otros érganos como
higado, cerebro o pulmones.

Tomado del URL (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Amebiasis/)
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1.4 Filogenia del genero Entamoeba.

El estudio de la filogenia del genero Entamoeba ha sido controversial y a
la vez interesante debido al lugar que ocupa en la escala evolutiva. En los
primeros estudios filogenéticos realizados en E. histolytica, se compararon
secuencias codificantes de la subunidad pequena del RNA ribosomal, tal como
se realiza de manera rutinaria en la mayoria de los organismos para comparar
las distancias evolutivas, debido a que se considera que estas secuencias
nucleotidicas se encuentran en todo el phyllium y han cambiando muy poco en
la escala evolutiva. Los autores establecieron que E. histolytica pertenece a un
linaje que divergio entre los primeros eucariontes, situandola dentro de los
organismos sin mitocondria (Sogin, 1989; Kabnick y Peattie, 1991; Cavalier-
Smith, 1991; Knoll, 1992; Hasegawa y col, 1993). Por lo que se ha sugerido
que E. histolytica pertenece a un linaje que, junto con otros flagelados, divergié
muy temprano dentro de la evolucidn de los eucariontes, solamente es
precedida por Microsporidia, Trichomonas y Giardia. Clark G et al, (1997)
utilizaron riboprints y construyeron un arbol filogenético con la finalidad de
comparar distancias genéticas para el genero Entamoeba. Sus datos muestran
que E. histolytica se encuentra mas relacionada con E. dispary E. moshkovskii
que con E. coliy E. invadens (Fig. 3).

Sin embargo, contrario a los datos de Sogin et al, (1989), obtenidos a
partir de las parsimonias predichas utilizando las secuencias nucleotidicas de la
subunidad pequefia del RNAr (Fig. 4), Hasewaga y col (1993) reportan que E.
histolytica divergid de la linea principal hacia el tronco de los primeros
eucariontes mitocondriados antes de que se separaran en varios reinos. Esto

indica que la E. histolytica es una reliquia viviente de la fase temprana de la
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evolucién de los eucariontes, que ocurrié antes de que la simbiosis de la
promitocondria emergiera. Ellos predicen un arbol filogenético, utilizando la
secuencia de aminoacidos del factor EF-1a, el cual se ha usado previamente
como marcado filogenético para trazar los pasos iniciales de la evolucion de la
vida, debido a su ocurrencia universal en todos los organismos vivientes (en
procariontes es denominado EF-Tu) y a la caracteristica de que presenta una
lenta tasa evolutiva. Por ejemplo, solo uno de sus 462 aminoacidos,
difiere entre la secuencia proteica de humano y la de hamster chino,
corroborando la baja proporcion de sustituciones en esta proteina.

En otro estudio, Bakker-Grunwald y Wostman (1993), basados en la
estructura, el metabolismo, asi como en la organizacidon del DNA y RNA,
sugieren que E. histolytica al igual que Giardia, es probablemente uno de los
eucariontes mas primitivos que existen, por lo que se le considera un
protoeucarionte. E. histolytica pertenece al reino Protoctista, un grupo formado
principalmente por linajes de microorganismos provenientes de los primeros
eucariontes (Margulis y col., 1990).

En la clasificacion taxonémica de E. histolytica (Tabla |), varios autores
concuerdan en que pertenece a los llamados Rhizopodos, pues presentan
pseuddépodos por lo menos en uno de los estadios de su ciclo de vida (Corliss,

1987) y a los Entamoebidae, cuyos miembros son parasitos.
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Figura 3. Filogenia del genero Entamoeba de acuerdo a la comparacién de

secuencias nucleotidicas del rRNA.



Tabla I.

Reino Protoctista
Phylum Rhizopoda
Clase Loposea
Subclase Gymnamoebida
Orden Amoebida
Suborden Tubulina
Familia Entamoebidae
Género Entamoeba
Especie Histolytica

Clasificacion taxonémica de E. histolytica

13
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1.5 Regulacion de la expresion génica en eucariontes.

En eucariontes los procesos de transcripcion y traduccién se encuentran
compartimentalizados y el destino y modificaciones que sufre el RNA después
de ser sintetizado ha sido sujeto de extensa investigacion en los ultimos afos.
La complejidad que representan los eventos nucleares requeridos para generar
un RNAm exportable y traducible, permite que el control del flujo de la
informacion genética se regule en multiples puntos de control.

La regulacion de la expresion genética modula procesos vitales para la
célula tales como el crecimiento, la division, la diferenciacion, la replicacién del
material genético, etc. También regula la expresidon de genes en respuesta a
estimulos externos. En general, la expresién genética se regula a tres niveles:
i) transcripcional, ii) postrancripcional vy, iii) traduccional. En el primer nivel, la
expresion es regulada por proteinas denominadas factores de trascripcion que
interaccionan con secuencias especificas presentes en la regién 5’ no traducida
(5’ UTR), ri6 arriba del sitio de inicio de la traduccién de los genes, también
llamadas regiones promotoras. Estas interacciones determinan si un gen se va
expresar en un RNA mensajero precursor (pre-RNAm) y en que cantidad y
tiempo. Posteriormente que se sintetiza la molécula de pre-mRNA en el nucleo,
esta sufre una serie de modificaciones que forman parte del nivel de regulacion
postranscripcional produciendo un RNA mensajero maduro (RNAm). En este
nivel de modulacion de la expresion genética, los mecanismos celulares operan
directamente sobre la molécula de RNA. El correcto procesamiento del RNAmM
es importante para el desarrollo de los organismos, ya que de el depende la
sintesis de las proteinas (nivel de regulacién traduccional) necesarias para el

buen funcionamiento de las células.
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El pre-RNAmM experimenta diversos eventos de procesamiento nucleares
tales como la adicion de la estructura de cap (7-metil-guanosina) mediante la
reaccion de capping en el extremo 5 UTR, la eliminacion de secuencias no
codificantes o intrones mediante splicing, y el procesamiento del extremo 3’
UTR, que incluye las reacciones de corte y poliadenilacion. Esta serie de
reacciones de procesamiento del pre-RNAm da origen a RNAmM maduros que
son transportados de manera eficiente hacia el citoplasma para su traduccién a
proteinas (Fritz et al, 2004).

En particular, el procesamiento del extremo 3° UTR del pre-RNAm que
incluye las reacciones de corte y poliadenilaciéon, es un evento de suma
importancia debido a que se ha reportado que alteraciones en este paso
pueden modificar la viabilidad, el crecimiento y el desarrollo celular (Zhao et al,
1999). La adicidon y presencia de un tracto de adeninas (proceso conocido
como poliadenilacion) en el extremo 3’ del RNAm regula la expresion génica
debido a que favorece el transporte del RNAm del nucleo al citoplasma, provee
de estabilidad al RNAm en el citoplasma y promueve de manera considerable
la traduccién (Colgan et al, 1997). Por otra parte, la eliminacién del tracto de

poli(A) es el primer paso para iniciar la degradacion del RNAm.

1.6 Degradacion de RNAm en eucariontes.

El RNA es usualmente considerado una molécula muy inestable y es
quimicamente mas labil que el DNA. De esta manera, es sorprendente que el
estado estacionario o basal del RNAmM en organismos eucariontes es
relativamente estable. La principal razéon parece ser debido a que la

degradacion es catalizada casi exclusivamente por proteinas conocidas como
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exoribonucleasas que degradan al RNAmM desde sus extremos, los cuales
estan protegidos generalmente por estructuras especificas y proteinas
asociadas a las mismas. Un ejemplo de estas secuencias y estructuras las
representa el cap en el extremo 5 UTR y la presencia de un tracto de adeninas
en el extremo 3’ UTR del RNAm, por lo que la remocion de estas estructuras es
considerado el paso limitante para iniciar la degradacion o decaimiento del
RNAm (Meyer et al, 2004). El control de la degradacion de RNAm en un
componente importante en la regulacion de la expresion de genes (Parker et
al, 2004). Los niveles basales del RNAm estan determinados por las tasas de
sintesis y degradacién del mismo, las cuales regulan la expresion final de los
genes al proveer de RNA mensajeros a la maquinaria traduccional. Debido a
esto, el estudio de la sintesis y degradacion del RNAm ha tomado gran
importancia en anos recientes.

Dos rutas generales de degradaciéon del RNAm han sido descritas en
organismos eucariontes. Ambas vias comparten como primer evento, la
remocién exonucleolitica del tracto de poli(A) o desadenilacién. En una de las
rutas, la desadenilacion es seguida por la hidrolisis de la estructura cap y la
posterior degradacion del cuerpo del RNAm en direccion 5’-3’ por una
exonucleasa. En la segunda ruta, posterior a la desadenilacion, el RNAm es
degradado por un complejo de exonucleasas en direccidén 3’-5’ y finalmente la
estructura de cap es hidrolizada (Meyer et al, 2004). En ambas rutas participan

proteinas especificas las cuales han sido estudiadas en diversos organismos.
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1.6.1 Proteinas que participan en la de degradacion del RNAm.

A la fecha se han identificado en eubacterias y eucariontes diversas
exoribonucleasas que participan en la degradacion especifica del RNAm (Zuo
et al, 2001), las cuales se han clasificacion en seis superfamilias en base a sus
estructuras proteicas (Tabla 2). De este grupo numeroso de proteinas, requiere
especial atencion el subgrupo de las RNAsas D, debido a que incluye a las
desadenilasas involucradas en el inicio de la degradacion del RNAm. En
Saccharomyces cerevisiae, el principal complejo de poli(A) ribonucleasas se
encuentra formando parte del complejo transcripcional CCR4-POP2-NOT, el
cual contiene dos ribonucleasas de tractos de poli(A) denominadas POP2
(conocida también como CAF1) y CCR4, ademas de 5 factores de transcripcion
denominados NOT1-NOT5 y dos proteinas accesorias CAF 4 y CAF130. Dicho
complejo también se ha descrito en otros organismos tales como Homo
sapiens, Drosophila melanogaster y Mus musculus. Otro complejo enzimatico
que cataliza la reaccidon de desadenilacién citoplasmatica del RNAm esta
formado por las proteinas PAN2 y PAN3 y ha sido descrito en levadura y
humano. Existe otra enzima que también participa en la desadenilacion de
RNAm llamada PARN, la cual se ha identificado en organismos eucariontes

como humano, a excepcién de S. cerevisiae y D. melanogaster.



18

Miembros en E.

Miembros en S.

Distribucion en

Caracteristicas

coli cerevisiae otros cataliticas
Superfamilia organismos
RNR RNasa Il - Muchas eubacterias
RNasa R
Rrp44 (Dis3) Degradacion en
Msu (Dss1) Todos los direccion 3-5’
Ssd1 eucariontes
DEDD RNasa D Rrp6 Todos los
POP2 eucariontes
CAF1 Ciertas eubacterias
RNase T - y-protobacterias Degradacion en
direccion 3°-5°
Lo Algunos tienen
Oligoribonucleasa Ynt20(Rex2) e‘;cggcrzzr:ct):s actividad de DNasa
Ciertas eubacterias
- Pan2 Todos los
Rex1,3,4 eucariontes
RBN RNase BN - Ciertas eubacterias Degradacioén en
direccion 3’-5°
PDX Degradacioén en
PNPasa - Muchas eubacterias direccion 3’-5°
Ciertos eucariontes Actividad
dependiente de
fosfatos
RNasa PH Rrp41-43, 45, 46 En todos los reinos Degradacioén en
Mtr3 direccion 3’-5°
Actividad
dependiente de
fosfatos
RRP4 Rrp4, 40 Todos los Degradacion en
- Cs14 eucariontes direccion 3’-5°
Muchas archeas
5XP - Xrn1 Todos los Degradacion en
Rat1 eucariontes direccion 5’-3’

Tabla Il. Superfamilia de exoribonucleasas identificadas en

eucariontes (Zuo et al, 2001).

eubacterias y
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Como se menciondé anteriormente, el mecanismo propuesto para
degradacion del RNAm involucra la participacion de diversas proteinas.
Cuando el tracto de poli(A) es reducido por digestion enzimatica producto de la
actividad de las desadenilasas, a un tamafio de aproximadamente 10 adeninas,
la proteina de unién al tracto de poli(A) (PAB por sus siglas en ingles, poli (A)
binding protein) es liberada, lo que favorece el decapping del extremo 5’ UTR el
cual esta mediado por la actividad del complejo de exoribonucleasas
DCP1/DCP2, (por sus siglas en ingles Decapping Protein 1 y 2). Una vez
removida la estructura de cap, se lleva a cabo una rapida degradacién
nucleolitica en direccién 5’-3’ del resto del mensajero por una enzima llamada
XRN1 (Fig. 4). En la ruta alterna posterior a la desadenilacién, el RNAm es
degradado en direccion 3’-5’ por el complejo enzimatico llamado exosoma que
comprende al menos 10 diferentes exoribonucleasas del tipo Rrp y algunas
RNA helicasas. Por ultimo la estructura de cap restante es degradada por la
enzima DCPs (por sus siglas en ingles, Decapping Protein Scavenger).

En el presente trabajo nos enfocaremos en el andlisis de las
exoribonucleasas que degradan el tracto de poli (A), debido a que la

desadenilacion es el paso inicial y limitante en la degradacion del RNAm.

1.7 Poli (A) ribonucleasas de eucariontes.

Las poli(A) ribonucleasas o desadenilasas son enzimas que degradan de
manera especifica los tractos de adeninas presentes en el RNAm de células
eucariotas. En levadura se han descrito 4 poli(A) ribonucleasas: PAN2, PANS3,

CCR4 y POP2. Por otra parte, en humano existen proteinas homodlogas a



20

m’ Gppp AUG UAA

l DESADENILACION

m” Gppp| AUG UAA
DECCAPI V YGRADACK‘)N 35
UAA | m? Gppp | AUG UAA | @

" Ta

DEGRADACION 5’3’ l l =

p| AUG

L 6QQ

Figura 4. Vias de degradacion del RNAm. El inicio de la degradacion de RNAm
comienza con la desadenilacion en la que participan al menos 5 ribonucleasas
diferentes conocidas como CCR4, POP2, PARN, PAN2 y PAN3. Una vez
degrado el tracto de poli(A) puede seguirse la ruta de degradacién en direccion

3’-5 o en direccion 5°-3’ por diferentes exoribonucleasas.
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PAN2, PAN3, CCR4, POP2, ademas de tener otras desadenilasas exclusivas
de mamiferos representadas por las proteinas PARN y CALIF (CAF1-like)
(Meyer et al, 2004; Parker et al, 2004). Estas enzimas se han integrado por su
estructura molecular dentro de diversas familias tales como la familia RNAsa D
y Exo Il (Fig. 5) perteneciente a la superfamilia DEDD.

De manera interesante, las RNAsas de la familia RNAsa D comparten
dominios con las DNA polimerasas y todas comparten diversos residuos
acidicos conservados representados por 3 aspartatatos (D) y un glutamato (E)
que conforman el dominio DEDD, los cuales son los responsables de la unién
de 2 iones metalicos involucrados en la catalisis (Fig. 5). Las desadenilasas
CAF1, POP2, PAN2, PAN3 y PARN pertenecen a esta subfamilia de
ribonucleasas.

La familia Exo Ill esta compuesta por nucleasas dependientes de Mgz+.
La proteina CCR4 pertenece a esta familia y posee una similitud en secuencia
con la exonucleasa lll de Escherichia coli. Todas las proteinas pertenecientes a
este grupo tienen un dominio de unién a proteinas con 5 repetidos ricos en
leucina (LRR), cercano al extremo carboxilo terminal y dos dominios
transactivadores de la transcripcidn cercanos al extremo amino terminal

(Draper et al, 1995; Dupressoir et al, 2001) (Fig. 5).
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Dominio de RNAsa D

CAF1/POP2 . | .
Familia
RNAsa p 4 PAN2/PAN3  NH; . i COOH
PARN DE D D
Familia NH, COOH
Exolll | CCR4
L ] L ]

I
Dominio Transactivador . . . .
Dominio con repetldos ricos en leucina

Figura 5. Estructura de los dominios que conforman las poli(A) ribonucleasas
de eucariontes. Las desadenilasas POP2, CAF1, PAN2, PAN3 y PARN
pertenecen a la familia de RNAsa D la cual tiene un arreglo estructural donde
se localiza un dominio de RNAsa D. La proteina CCR4 pertenece a la familia
de exoribonucleasas Exo Ill que poseen con una region central con motivos
con repetidos ricos en leucina (LRR) y dos dominios transactivadores de la

transcripcion cercanos a la regién amino terminal.
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En la figura 6 se esquematiza la participacion de las diferentes poli(A)
ribonucleasas PARN, PAN2, PAN3, POP2/CAF1 y CCR4 en la desadenilacién
de los RNAmM y se muestra el papel primordial que juega la PAB al inhibir o
estimular la actividad de las desadenilasas. De estas interacciones se define
que cada una de las proteinas posee mayor preferencia por diversos sustratos
de RNAm probablemente debido a la presencia de la estructura de cap en el
extremo 5 UTR, la estructura secundaria del mRNA y/o la unién de la PAB

(Parker, et al, 2004).

1.8 El complejo CCR4-POP2-NOT.

El complejo CCR4-POP2-NOT de S. cerevisiae esta compuesto de dos
subunidades unidas fisica y funcionalmente. La primera contiene los
polipéptidos con actividad de desadenilasa CCR4 y POP2, y las proteinas
accesorias Caf40p y Caf130p, mientras que la otra subunidad comprende los
cinco factores transcripcionales NOT1-NOTS (Chen et al, 2001). La proteina
POP2 es indispensable para la formacién del complejo proteico ya que sirve
como puente entre las proteinas NOT y la proteina CCR4 (Bai, 1999). EI
complejo CCR4-POP2-NOT interactia con el complejo de inicio de la
transcripcion y puede inducir una regulacion positiva o negativa de diversos
genes. Las proteinas NOT1-5 interactuan con TBP y los factores asociados a
TBP (TAFs) para llevar a cabo su funcion represora o estimulante de la
transcripcion. (Alberts et al, 2000; Deluen et al, 2002; Badarinarayana et al,

2000).
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CCR4/POP2/NOT
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Active site

Figura 6. Poli(A) ribonucleasas de organismos eucariontes. Las diferentes
desadenilasas tienen preferencia por sustratos de RNAm y su actividad se ve
inhibida o activada en presencia de la proteina PAB en el tracto de poli (A), asi

como por la presencia de la estructura de cap en el extremo 5" UTR.
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En la figura 7 se muestra la estructura del complejo CCR4-POP2-NOT y
se esquematizan las interacciones proteina-proteina que ocurren con el
complejo de inicio de la transcripcidén. Sin embargo, actualmente se desconoce
el papel exacto que pudieran tener las desadenilasas CCR4 y POP2 en el inicio

de la transcripcion.

1.9 Estructura y funcién de la poli(A) ribonucleasa POP2.

La desadenilasa POP2 de levadura, también llamada CAF1 en humano,
es la desadenilasa mas caracterizada en eucariontes. Daugeron et al (2001)
realizaron un andlisis in silico y mediante alineamientos con proteinas
homodlogas en humano, hongos y animales, observé que la secuencia de la
proteina POP2 tiene un dominio DEDD divergente careciendo del primer y
tercer aspartato (D), los cuales son remplazados por una serina y una
glutamina. Sin embargo ensayos funcionales con la proteina POP2
recombinante muestran que posee actividad de desadenilasa in vitro
(Daugeron et al, 2001, Thore et al 2003). En estos trabajos se demostré que la
proteina recombinante POP2 expresada en bacteria, es una poli(A)
ribonucleasa activa. Los autores utilizaron un fragmento de la proteina
recombinante POP2 que contenia los dominios cataliticos de la enzima y
observaron que era capaz de degradar sustratos de RNA que contenian tractos
de poli(A), asi como tractos de poli (G) y poli (C), lo que sugiere que esta
desadenilasa no tiene alta especificidad por los sustrato que degrada in vitro.
Actualmente se conoce la estructura cristalina de esta enzima en la cual se
observa que el dominio de RNAsa D tiene un conformacion terciaria similar al

dominio catalitico de la DNA polimerasa Ill (Thore, 2003).
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Figura 7. Interacciones de las proteinas NOT1-NOT5 del complejo CCR4-

POP2-NOT con algunos factores del complejo de inicio de la transcripcion.
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1.10 Poli(A) ribonucleasas POP2/CAF1 y ciclo celular.

Existen diversos estudios en los que se ha determinado que existe una
interaccion de la proteina POP2 de levadura con proteinas que regulan el ciclo
celular. En el trabajo de Liu et al (1997) se reportdé que la proteina DBF2 que es
necesaria para la progresion del ciclo celular en levadura es un componente
adicional del complejo CCR4-POP2-NOT. Se determiné que DBF2 interactua
con POP2 y concluyeron que ambas proteinas estan involucradas en la
regulacion de la transcripcion durante la mitosis tardia del ciclo celular, debido
que al observar defectos en la proteina DBF2 existia una alteracién en la
transcripcion, ademas de que mutaciones en cafl y ccr4 afectaban la
progresion del ciclo celular.

En el afno 2001, Prévot et al demostraron la asociacion in vitro e in vivo
de las proteina BTG1 y BTG2 con la proteina CAF1 de humano.
Posteriormente, en el trabajo de Morel et al (2003) también se corroboré que
las proteinas BTG2 y BTG1 interactian con CAF1 mediante ensayos de
inmunoprecipitacion y experimentos de filtracién en gel. Este grupo de estudio
también reporté que la localizacion celular de CAF1 cambia en el transcurso del
ciclo celular. En las fases GO y G1, la mayor parte de CAF1 fue detectada en el
nucleo de las células, pero a medida que éstas entraban en la fase S, la
proteina CAF1 se trasladaba al citoplasma, lo que sugiere que CAF1 podria
ejercer dos funciones: factor de transcripcion cuando su localizacion es nuclear
y desadenilasa cuando se localiza en citoplasma. Existen antecedentes de que
la proteina BTG2 esta involucrada en crecimiento, diferenciacién y control del
ciclo celular en levadura y participa en arresto del ciclo celular en las fases G2

y M en respuesta al dafio del DNA, por lo que su interaccion directa con la
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desadenilasa CAF1 sugiere que podria tener una participacion importante en

estos eventos celulares.

1.11 Poli(A) ribonucleasas POP2/CAF1 y CCR4 en respuesta al daio del
DNA.

El dafo inducido de las cadenas del DNA activa diversos puntos de
chequeo celulares los cuales detienen la progresién del ciclo celular. De
manera conjunta, se induce la expresion de muchos genes que participan en la
reparacion del dafio genotoxico la cual esta modulada tanto a nivel
transcripcional como postranscripcional. Algunos componentes del complejo
CCR4-POP2-NOT se han asociado a la respuesta al dafio del DNA, pero aun
no estan claros los mecanismos involucrados. En el ano 2004, Traven et al
demostraron que los genes ccr4 y pop2 tienen interacciones genéticas
complejas con genes que participan en los puntos de chequeo del ciclo celular
tales como DUN1, MRC1, RAD9 y RAD17 en respuesta al dano del DNA
inducido con hidroxiurea y metilmetano sulfonato. Ellos analizaron levaduras
mutantes para los genes ccr4, cafl y dun1 y mutantes dobles ccr4:dunt vy
caf1:duni. Al analizar los perfiles de sensibilidad de las dobles mutantes en
respuesta al dafo al DNA se observé un incremento en la sensibilidad de
ambas mutantes dobles ccr4:duni1 y caff:dun1 y una disminucion de su
sobrevivencia a diferencia de los mutantes en un solo gen. Estos datos
sugieren que las funciones del complejo CCR4-POP2-NOT en conjunto con

otras proteinas tales como DUN1 contribuyen en la respuesta al dafio del DNA.
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1.12 Estructura y funcién de la ribonucleasa CCR4.

La proteina CCR4 de levadura es una desadenilasa involucrada en la
degradacion del RNAm a diferencia de otros miembros de la familia exo lll.
Esta proteina posee un dominio con repetidos ricos en leucinas (LRR) en la
region central, los cuales son necesarios para su interaccion con la
desadenilasa POP2 y otros factores como la proteinas CAF4 y CAF16 que son
también componentes del complejo CCR4-POP2-NOT. La LRR esta
caracterizada por arreglos en tandem de secuencias consenso, que en
levadura se distribuye en cinco arreglos completos con una longitud de 23
aminodacidos. La proteina CCR4 de levadura, a diferencia de su homodlogo de
humano, posee en la regién amino terminal dos dominios de transactivacion
requeridos para la activacion transcripcional de diversos genes involucrados en
crecimiento no fermentativo, en la integridad de la pared celular y en la

biosintesis de metionina (Dupressoir et al, 2001; Clark et al, 2004).

2. ESTADO DEL ARTE.
2.1 Mecanismos de degradacion del RNAm en parasitos protozoarios.
Mucho de lo que se conoce acerca de las rutas de degradacion en
eucariontes ha sido por su estudio en S. cerevisiae y en H. sapiens. Sin
embargo, a pesar de la importancia de los eventos postranscripcionales en la
regulacion de la expresion génica, los mecanismos de degradacion del RNAm
en parasitos protozoarios no han sido ampliamente estudiados. Existe un
estudio reciente realizado por Li et al, (2006) en el parasito protozoario
Trypanosoma brucei donde identificaron y caracterizaron cuatro diferentes

proteinas denominadas XRNA, XRNB, XRNC y XRND que degradan el RNAm
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en direccién 5-3’ y que son homoélogas a las exoribonucleasas Xrn1p y Xrn2p
de S. cerevisiae. La proteina XRND se localizé en nucleo, mientras que las
proteinas XRNB y XRNC se localizaron en citoplasma y la proteina XRNA en
ambos compartimentos. También se determind que la actividad de XRND y
XRNA es esencial para el crecimiento del parasito.

Sin embargo, actualmente no se han caracterizado otras proteinas que
participen en la degradacion del RNAm como son las diversas RNAsas,
enzimas de decapping ni posibles desadenilasas en otros parasitos

protozoarios de importancia médica.

2.2 Mecanismos de degradacion del RNAm en E. histolytica.

En nuestro grupo de trabajo estamos interesados en estudiar los
mecanismos y proteinas participantes en la degradacion del RNAm. En este
parasito se han estudiado algunas secuencias y proteinas que participan en la
regulacion de genes a nivel transcripcional, sin embargo se conoce muy poco
acerca de los mecanismos de regulacion a nivel postranscripcional. En nuestro
grupo hemos iniciado el estudio de algunos elementos y factores que participan
en el procesamiento del extremo 3" UTR del pre-mRNA. En una publicacion
previa, reportamos que E. histolytica presenta una maquinaria de
procesamiento del extremo 3" UTR del pre-mRNA homodloga, a la descrita en
levadura y humano (Lépez Camarillo et al, 2005; Garcia Vivas et al, 2005). Sin
embargo, los mecanismos y las proteinas que participan en el procesamiento

del RNAm aun no han sido bien caracterizados en este parasito.
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3. ANTECEDENTES PARTICULARES DEL PROYECTO.

Previamente, en nuestro grupo definimos la importancia que tiene la
estabilidad del mRNA y la longitud del tracto de poli(A) en la regulacion de la
expresion del gen de resistencia a multiples farmacos EhPgp5 de E. histolytica.
En dicho trabajo se describe un modelo hipotético que propone que el aumento
en la longitud del tracto de poli(A) del RNAm del gen Ehpgp5 en los trofozoitos
crecidos a altas concentraciones de emetina, es debido a alteraciones en el
mecanismo de degradacion de la cola de adeninas, provocando una aumento
en la estabilidad del transcrito. En consecuencia, se propuso la existencia de
posibles poli(A) ribonucleasas cuya actividad podria estar afectada en los
trofozoitos crecidos a altas concentraciones de emetina. Sin embargo, la
existencia de los genes que codificaran para tales proteinas se desconocia en
ese momento.

En su trabajo de Tesis de Maestria (2007), la Maestra en Ciencias
Beatriz Gallo identificd, clon6é y expreso el gen que codifica para la proteina
EhCAF1 de E. histolytica, que es homodloga a POP2 y CAF1 de levadura y
humanos, respectivamente. Sin embargo, actualmente no se conoce si existen
otras posibles poli(A) ribonucleasas en el genoma de E. histolytica ni las

caracteristicas funcionales de la proteina EnNCAF1 descrita.
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4. IMPORTANCIA DE CONTINUAR EL ESTUDIO DEL TEMA.

La amibiasis sigue siendo un problema de salud publica en México y a
nivel mundial, por lo que el estudio de los mecanismos que regulan la
expresion de genes, incluyendo aquellos involucrados en la virulencia del
parasito toma especial importancia. En E. histolytica se conoce muy poco
acerca del procesamiento del pre-RNAm y de las proteinas que participan en la

degradacion del RNAm por lo que su estudio merece especial interés.

En el presente trabajo proponemos que la identificacion de nuevas
poli(A) ribonucleasas en el genoma de E. histolytica y la caracterizacion
funcional de la posible desadenilasa EhCAF1, nos permitiran entender los
mecanismos de degradacion del RNAm y su importancia en la regulacion de la

expresion geénica en este parasito.



33

Il. OBJETIVOS.

1. OBJETIVO GENERAL.

Identificar las poli(A) ribonucleasas de E. histolytica y realizar el estudio

funcional de la posible poli(A) ribonucleasa EnCAF1.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.- Identificar y analizar in silico las posibles poli(A) ribonucleasas de E.
histolytica.

2.- Analizar la expresion del RNAm de los genes que codifican las poli(A)
ribonucleasas de E. histolytica en respuesta al dafio al DNA.

3.- Amplificar y subclonar el gen EhCaf1 en el vector de expresion pGEX-6P-1.
4.- Expresar y purificar la proteina recombinante rEnCAF1-GST.

5.- Analizar la interaccion de rEhCAF1-GST con RNA.
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ll. MATERIALES Y METODOS.
1. Identificacién de las poli(A) ribonucleasas de E. histolytica.

Mediante el uso de herramientas bioinformaticas, se obtuvo la secuencia
de aminoacidos de las poli(A) ribonucleasas CAF1, CAF1-like, CCR4 y PARN
de H. sapiens y sus homologos POP2, CCR4, PAN2 y PAN3 de S. cerevisiae,

a partir la base de datos del Gen Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Posteriormente, con las secuencias obtenidas se llevé a cabo una busqueda de
las proteinas homdlogas en el banco de datos del genoma de E. histolytica en

el URL (http://pathema.tigr.org/tigr-cripts/Entamoeba/PathemahomePage.cqi)

correspondiente a la base de datos del Pathema. Para corroborar la identidad
de las secuencias, nuevamente se realiz6 una busqueda de proteinas
homodlogas en otros organismos en la base de datos del Gen Bank mediante
BLAST (http://ca.expasy.org/tools/blast). Para definir dominios conservados en
las proteinas de los diversos organismos analizados, se realizé un alineamiento

multiple utilizando el programa CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). A

partir del alineamiento obtenido, se realiz6 un analisis filogenético de las
secuencias por el método de Neighborn joining mediante el programa MEGA
version 3.1 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). La secuencia de
aminoacidos de las posibles poli(A) ribonucleasas de E. histolytica se utilizé
para hacer la prediccién de dominios estructurales utilizando los programas en

linea InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/interpro/index.html) 'y Pfam

(http://www.sanger.ac.uk/ Software/Pfam). La prediccion de las estructuras

secundarias y terciarias de las proteinas, se realizdé con el programa SWISS

MODEL (http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html). EI modelaje y
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visualizacion de las estructuras terciarias de las proteinas se realizd6 con el

programa Pymol (http://pymol.source.forge.net/).

2. Cultivos de trofozoitos de E. histolytica.

Los trofozoitos de la clona A cepa HMI:IMSS de E. histolytica se
cultivaron axénicamente 37° C en medio TYI-S-33 (biosate, glucosa anhindra,
NaCl, KH;PO4, K;HPOy4, L(+) acido ascérbico, L-cisteina, citrato férrico, agua
desionizada, pH 6.8), complementado con 15% de suero bovino (Biofluds), 3%
de mezcla de vitaminas de Diamond (Diamond et al., 1978) y los antibiéticos
0.25 U/ml de bencilpenicilina (Laboratorios Pisa) y 35 ug/ml de estreptomicina
(Lakeside). Para realizar los experimentos, los trofozoitos en fase logaritmica
de crecimiento se cosecharon mediante incubacion en hielo durante 15 min. y
se agitaron suavemente hasta ser despegados de las paredes del recipiente.
Las células se empastillaron mediante centrifugacién a 3000 rpm durante 10
min. en una centrifuga Sorvall Biofuge primo R a 4° C en tubos Falcon
(Nalgene) de 50 ml. El sobrenadante se elimind y el paquete celular se lavo por
centrifugacion con solucion salina amortiguadora de fosfatos PBS (NaCl 140
mM, KCI 2.7 mM, Na,PO4 8 mM, KH,PO4 8 mM, pH 7.2) durante 5 min. a 4° C.
Durante el ultimo lavado, se tomo6 una alicuota de la suspension y se contaron
las amibas en una camara de Neubauer. Los trofozoitos se utilizaron de

manera inmediata para los subsecuentes experimentos.
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2.1. Choque térmico de los trofozoitos a 42° C.
Una caja mediana de cultivo confluente de trofozoitos (6x10° células) de
la clona A se incubo a 42° C durante 4 h. (Weber et al, 2006) y posteriormente

se realizé la extraccion de RNA total con la técnica de Trizol (Gibco BRL).

2.2. Irradiacion de los trofozoitos con luz UV-C.

Los trofozoitos de la clona A se incubaron durante 15 min. en cajas Petri
de vidrio, posterior a lo cual se les retird el medio y las células no adheridas.
Las células pegadas al fondo de las cajas fueron sometidas a irradiacién con
una dosis de 150 J/m? de luz UV-C durante 8 seg. en un Stratalinker 1800
(Stratagene). Posteriormente, se les afiadi®6 medio TYI-S33 completo
previamente calentado y se incubaron durante 30 min. y 3 h a 37°C (L6pez-
Casamichana et al, 2007), tiempos en los cuales se realizd la extraccion del

RNA total.

3. Obtencion del DNA total de la clona A de E. histolytica.

Para la obtencion del DNA total a partir de trofozoitos de la clona A, se
utilizé el protocolo de extraccion de DNA mediante el uso del kit Wizard
Genomic DNA purification (Promega). Se cosechd una caja mediana (6X10°
células) por centrifugacion a 3000 rpm durante 10 min. en la centrifuga Sorvall
Biofuge primo R a 4° C en tubos Falcon (Nalgene) de 50 ml. Se elimin6 el
sobrenadante y las células se resuspendieron y lisaron con la adicién de 1200
ul de amortiguador de lisis (Nuclei Lysis Solution), la suspensién se distribuyé
en tubos Eppendorf nuevos de 1.5 ml (800 ul a cada tubo), se les adicionaron

200 pl de solucion de precipitacion de proteinas (Protein Precipitation Solution)
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y se incubaron por 5 min. en hielo. Los tubos se centrifugaron a 13000 rpm
durante 4 min., se recupero el sobrenadante y se transfirio a tubos Eppendorf
de 1.5 ml y se adicionaron 600 nul de isopropanol, mezclando cuidadosamente
por inversion. Se centrifugaron los tubos a 13000 por 5 min. a temperatura
ambiente, se decantd el sobrenadante y se dejo secar la pastilla por 15 min.
Por ultimo, se adicionaron 30 ul de agua grado biologia molecular (SIGMA)
para rehidratar el DNA. El DNA se cuantificé por espectrofotometria a 260 nm.

Las alicuotas se almacenaron a -20° C para su posterior uso.

4. Diseno, sintesis y cuantificacion de los oligonucleoétidos.

Después de realizar los alineamientos y determinar cuales eran las
regiones mas conservadas entre las proteinas, se disefiaron oligonucledétidos
especificos con el programa Oligo para amplificar la region mas divergente de
los genes. Los oligonucledétidos dptimos predichos por el programa se muestran
a continuacion:

EhCaf1 sentido (5-CAATAATGCCACCCAAT -3)
EhCaf1 antisentido (5’-ACTGTTGATGGATTTATTAAA -3’)
EhCaf1-like sentido (5'-CTTTCAAGATGTTAGTTTCCCAA - 3)
EhCaf1-like antisentido (5-TTCTATTGATGATTTCTTTACAAAA -3’)
EhCcr4 sentido (5-ATGGGAGCTAAAGGATCAAA -3’)
EhCcr4 antisentido (5’-GCTCTTAAAATTCTTAGAATTGG - 3)
Actina sentido (5"-AGCTGTTCTTTCATTATATGC-3’)
Actina antisentido (5"-TTCTCTTTCAGCAGTAGTGGT-3’).
Todos los oligonucledtidos utilizados, se generaron por sintesis quimica

(Invitrogen) y fueron cuantificados a través de visualizacién por UV en geles de
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agarosa tenidos con bromuro de etidio y espectrofotometricamente mediante la
absorcién a una longitud de onda de 260 nm (Biomate 3 Thermo Spectronic).
Para determinar la concentracion de los oligonucledtidos se utilizo la siguiente

férmula: (ug/ml)= Abs 260 nm x 33 x factor de dilucion.

5. Amplificacion de los genes Ehcaf1, Ehcaf1-like y Ehccr4 a partir de DNA
gendémico de trofozoitos de E. histolytica.

Para la estandarizacion de las condiciones de amplificacion de cada uno
de los genes de las posibles poli (A) ribonucleasas identificadas en el genoma
de E. histolytica, se amplificaron por PCR fragmentos internos para cada uno
de ellos usando DNA gendmico como templado. Los programas utilizados para
las reacciones de amplificacién fueron los siguientes: para el gen Ehcaf1 el
programa consistio de 30 ciclos a 94° C durante 30 seg., 45° C durante 30 seg.,
72° C durante 1 min. y una extension final a 72° C por 7 min., para la
amplificacion de un fragmento de 594 pb. Para el gen Ehcaf1-like fueron 30
ciclos de: 94° C durante 30 seg., 52° C durante 30 seg., 72° C durante 1 miny
una extension final a 72° C por 7 min. produciendo un fragmento de 556 pb y
para el gen Ehccr4 el programa se disefio de la siguiente manera: 94° C
durante 30 seg., 50° C durante 30 seg., 72 ° C durante 1 min y una extensién

final a 72° C por 7 min. para la obtencién de un amplicon de 626 pb.

6. Analisis del RNA.
6.1. Extraccidén y cuantificacion de RNA total de alta calidad.
La extraccion del RNA total se realizé utilizando el reactivo comercial

TRIzol (mezcla de fenol- isotiocianato de guanidina). La extraccion del RNA se
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realizd segun el protocolo sugerido por el proveedor. Se cosechd una caja
mediana (4X10° células) por centrifugacién a 3000 rpm durante 10 min. en la
centrifuga Sorvall Biofuge primo R a 4° C en tubos Falcon (Nalgene) de 50 ml.
Se elimind el sobrenadante y las células se resuspendieron y se lisaron con
400 pL de TRIzol. Se incubd la mezcla a temperatura ambiente durante 5 min.
y se le agregaron 300 ul de cloroformo. Después de mezclar por inversion
suave para homogenizar, se incub6 durante 3 min. a temperatura ambiente. Se
centrifugd a 8000 rpm durante 5 min. para obtener la fase acuosa y el RNA de
la fase acuosa se precipitdé con 800 ul de isopropanol incubando durante 10
min. a temperatura ambiente. Se centrifugd a 8000 rpm durante 15 min. para
precipitar el RNA, se elimind el sobrenadante por decantacion y la pastilla de
RNA se lavd con etanol al 75%, se centrifugd nuevamente y se eliminé el
sobrenadante. Finalmente, la pastilla de RNA se secd durante 10 min. a
temperatura ambiente y se resuspendi6 en agua libre de ribonucleasas tratada
con DEPC al 0.1%. El RNA se cuantific6 en un espectrofotémetro (Biomate 3
Thermo Spectronic) y se visualizé en un gel de agarosa al 1% en TBE 1X. El
RNA en forma pura exhibe una relacion lineal entre la concentraciéon y la
absorbancia a 260 nm. Dado que una unidad de absorbancia a 260 nm
corresponde a 44 ug/ml de RNA de cadena sencilla, la concentracion de RNA
pudo estimarse de acuerdo a la siguiente ecuacion:

[RNA ng/ml]= Azso nm X 44.19 x factor de dilucion.

6.2. Sintesis de la cadena complementaria de DNA (cDNA).
Con la finalidad de realizar la cuantificacidon de los transcritos de los

genes EhCaf1, EhCAfi-like, EhCcr4 y actina en diversas condiciones,
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implementamos la técnica de transcripcion reversa seguida de amplificacion
mediante la PCR en dos pasos. Para la sintesis de las cadenas de cDNA se

realizé el protocolo experimental que se describe a continuacién.

6.3. Tratamiento del RNA total con Dnasa I.

Se procedié a mezclar 1 ug de RNA, 1U de la enzima DNasa | (Gibco
BRL) y el volumen necesario de agua libre de RNAsas para completar a 7 ul la
reacciéon. Se incubo la muestra por 15 min. a 37° C. Posteriormente se adiciond
1 ul de EDTA 25 mM y se incub6 10 min. a 65° C para desactivar la enzima. Se
prosiguié con el protocolo para realizar el proceso de sintesis del cDNA por

retrotranscripcion.

6.4. Retrotranscripcion.

Primeramente determinamos la cantidad de RNA total inicial 6ptima para
lograr detectar diferencias en las concentraciones de los transcritos de interés,
de manera tal que no se saturara la reaccién de PCR. Para esto se procedi6 a
mezclar diferentes concentraciones de RNA en el rango de 50 ng a 5 nug
previamente tratados con la DNasa |, con 100 ng de oligo (dT) en un volumen
de 9 ul el cual se completdé mediante la adicion de agua tratada con DEPC al
0.1%. Las muestras se desnaturalizaron a 64°C por 10 min. Posteriormente, a
temperatura ambiente se les adiciond el buffer de reaccién de la Superscript
[ITM (Tris-HCI 250 mM pH 8.3, KCI 375 mM, MgCl; 1mM), 2 ul de la mezcla de
dNTPs 10 mM (10 mM de dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 2 ul DTT 100 mM y 1 pl
de inhibidor de RNasas (RNAsin Gibco BRL) en un volumen final de 20 pul. Las

mezclas se incubaron a 25° C durante 5 min. Finalmente, se agregaron 200 U
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de SuperscriptTM Il y se incubaron a 42° C por 1 h. Transcurrido este tiempo
se le adiciono 1 pul de RNasa H- con la finalidad de obtener un mayor
rendimiento en la reaccidon de PCR debido a que se elimina el RNA templado y
se impide la formacion de moléculas duplex DNA-RNA, que disminuyen el
numero de hebras cDNA libre que sirven de templado en la reaccion de PCR.
Para algunos templados, la incubacién del RNA y el iniciador a 65° C en
ausencia de amortiguador y sales, seguida de enfriamiento en hielo, elimina la
mayoria de las estructuras secundarias y permite el perfecto alineamiento del
iniciador. Con la finalidad de eliminar la posibilidad de que durante la reaccién
de sintesis de cDNA existieran o se formaran nuevas estructuras secundarias,
realizamos una curva de calibracion utilizando las temperaturas 37° C, 42° C y
45° C para determinar la temperatura optima de sintesis de cDNA. La
retrotranscripcion a 42° C fue la 6ptima para lograr una adecuada amplificacion
por PCR de ambos transcritos, por lo que los ensayos los realizamos a esta
temperatura. La enzima SuperscriptTM Il que utilizamos es una transcriptasa
reversa dependiente de RNA la cual es capaz de generar una mayor eficacia
en la sintesis de moléculas de cDNA de hasta 12.3 kb y no presenta actividad

residual de RNasa H.

6.5. Amplificacion de los genes EhCaf1, EhCaf1-like, EhCcr4 y actina por
PCR.

Utilizamos 1/5 del volumen de reacciéon de sintesis del cDNA para la
amplificacion por PCR de los transcritos EhCaf1, EhCaf1-like, EhCcr4 y actina.
Se adicion6 el amortiguador de reacciéon, 10 mM de cada dNTP, 5 mM de

MgCl,;, 1.2 U de Tag DNA polimerasa (Invitrogen) y los oligonucleétidos
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especificos para cada gen. Los programas de amplificacién usados se detallan

en la seccion del diseno, sintesis y cuantificacion de los oligonucleoétidos.

6.6. Analisis del DNA por electroforesis en geles de poliacrilamida al 12%.

Las reacciones de amplificacion por PCR se analizaron mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% en amortiguador TBE 1X. Para
preparar los geles, se mezclaron 2.4 ml de bis-acrilamida 30%, 1.2 ml de TBE
5X, 42 ul persulfato de amonio al 10%, 2.1 ul TEMED y 2.4 ml de agua
destilada. Posteriormente, la solucién se vacié en los moldes para geles a los
cuales se les puso un peine de 10 pozos de 1 mm. de espesor. Una vez
solidificado el gel, éste se coloco en la camara de electroforésis y se agrego la
solucién amortiguadora de corrida TBE 1X. El DNA se mezcl6 con 0.1 volumen
de solucién de carga preparada con Ficoll 400 al 25%, azul de bromofenol al
0.25% y xilen cianol al 0.25%. Las muestras se corrieron a 100 V durante 2 h.
Los productos de PCR resueltos en los geles de poliacrilamida se visualizaron
por irradiacion con luz ultravioleta de 310 nm y se registraron en el

fotodocumentador Fujifilm FLA 5100.

7. Subclonacién del gen Ehcaf1 en el vector pGEX-6P-1.
7.1. Amplificacion por PCR del gen Ehcaf1.

Se disefiaron los oligonucleétidos EhCaf1-sentido (5-CGGGATCCTTTA
TGAATATTAACGCCTCA-3) y EhCaf1 antisentido (5-CGCTCGAGAAATTTC
AATACAAGGCTAAT -3’) que contienen los respectivos sitios de restriccion
para las enzimas BamHI y Xhol (subrayados en las secuencias). Ambos

iniciadores flanquean el gen Ehcaf1 completo de 936 pb. Mediante la reaccién
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en cadena de la polimerasa, se amplificé el fragmento deseado usando como
molde 50 ng de DNA gendmico, una mezcla de dNTPs 10mM, MgCl; 2.5 mM,
100 ng de cada oligonucleétido y 1 U de Tag DNA polimerasa. Se utilizé un
programa de 30 ciclos: desnaturalizacion a 94° C durante 35 seg., alineamiento
de los oligonucledtidos a 45° C por 35 seg., extension a 72° C por 1 min. y
finalmente una extensién a 72° C por 7 min. El control negativo consistio en

una mezcla de reaccion carente de DNA molde.

7.2. Purificacion de fragmentos de DNA.

Los fragmentos de DNA amplificados correspondientes al gen Ehcaf1 se
purificaron del gel por absorcién a perlas de silica utilizando el kit Geneclean |l
(BIO 101). Los fragmentos de DNA se separaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1% en TAE 1X y la banda correspondiente al DNA se cort6 del gel,
se pesoO y se mezcld con 3 volumenes de Nal 6 M. Para disolver la agarosa, el
tubo se incubd por 10 min. a 55° C, enseguida se le agregaron 5 ul de perlas
de silica y se incub6 toda la noche a 4° C. Al dia siguiente, la muestra se
centrifugd a alta velocidad en una microcentrifuga Eppendorf por 30 seg. y la
pastilla se lavé 3 veces con 500 pul de solucion de lavado (etanol 50% (Merck);
NaCl 0.1 M; Tris-HCI 10 mM; pH 7 y EDTA 1mM ). Después del ultimo lavado,
la pastilla se resuspendio en 20 ul de agua grado biologia molecular y el DNA
se eluy6 de las perlas de silica por incubacion durante 10 min a 55° C. La
suspension se centrifugd de nuevo a alta velocidad en una centrifuga Sorvall
Biofuge primo R por 3 min. y el DNA purificado se almacend a -20° C hasta su

uso.
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7.3. Digestion del vector pGEX-6-P1 y el inserto Ehcaf1.

El producto de PCR de 933 pb puro correspondiente al gen Ehcaf1 y el
vector pGEX-6P-1(Amersham) se digirieron paralelamente con las enzimas
BamHI 'y Xhol (New England, BioLabs) usando 5 U de cada enzima en el buffer
2 de reaccion (NaCl 150 mM, Tris-HCI 10 mM, MgCl; 10 mM, DTT 1 mM, pH
7.9) durante toda la noche a 37° C. Al dia siguiente, se analizaron los productos
de digestion en un gel de agarosa al 1% en TAE 1X. Tanto el inserto como el
vector se purificaron mediante el kit QIAEX Il Gel Extraction (Qiagen) vy

nuevamente se analizaron en un gel de agarosa al 1% para su cuantificacion.

7.4. Ligacion del gen Ehcaf1 en el vector pGEX-6P-1.

El gen Ehcaf1 se clon6 en el vector de expresion pGEX-6P-1. Este
vector tiene la caracteristica de tener el gen de resistencia a la ampicilina y de
agregar como etiqueta la proteina GST en el extremo amino de la proteina
recombinante. La reaccion de ligacion se realizd utilizando una proporcién
molar vector:inserto de 1:5, 5ul de amortiguador de la enzima en presencia de
ATP y 1 U de enzima T4 DNA ligasa (Invitrogen) en un volumen de reaccion de
20 ul. La mezcla se incubd durante toda la noche a 16° C. Como control se

realizdé una mezcla de ligacion similar que carecia del inserto.

7.5. Preparacion de las células competentes de E. coli DH5a frescas.

Para la obtencion de células competentes, bacterias E. coli cepa DH5a
se sembraron en una placa de medio LB y se incubaron a 37° C toda la noche.
Al dia siguiente, una colonia se sembré en 5 ml de medio LB liquido y se

incubd a 37° C hasta que alcanzé una densidad 6ptica (DO) de 0.4 a 560 nm,
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entonces se realizé una dilucion 1:20 de este cultivo en 50 ml de medio LB
liquido fresco y se permitié que creciera a 37° C hasta alcanzar una DO a 600
nm de 0.4. Posteriormente, las células se incubaron en hielo durante 20 min. y
se centrifugaron a 7000 rpm durante 5 min. en la centrifuga Sorvall Biofuge
primo R por 5 min. a 4° C. La pastilla se resuspendié en 20 ml de solucién de
CaCl,; 1 mM se incubd por 5 min. en hielo y se centrifugd a 7000 rpm durante 5
min a 4° C. Finalmente, la pastilla se resuspendio en 4 ml de solucién de CaCl,

1 mM y se guardo a 4° C por un tiempo no mayor a 1 semana.

7.6. Transformacion de células competentes mediante choque térmico.
100 ul de bacterias DH5a competentes se mezclaron con la mezcla de
ligacion pGEX-6P-Ehcaf1. Se incubaron por 30 min en hielo y después se les
dio un choque térmico durante 90 seg. a 42° C en un termobloque. Las células
se pasaron inmediatamente a hielo en donde permanecieron 3 min. Después,
se agregaron 200 ul de medio LB liquido y las bacterias se incubaron por 1 h a
37° C en agitacion a 250 rpm. Por ultimo, la mezcla se espatulé sobre cajas
Petri con medio LB sdlido complementado con 100 ug/ml de ampicilina. Las

cajas se incubaron invertidas durante toda la noche a 37° C.

7.7. Obtencion de DNA a pequeiia escala (miniprep).

Para la obtencion de DNA plasmidico a pequefa escala se siguid la
técnica descrita por Sambrook y col (1989). Las colonias bacterianas que
crecieron en las placas de medio LB ampicilina después de la transformacién
se sembraron en 5 ml de medio LB liquido complementado con 50 ug/ml de

ampicilina y se incubaron toda la noche a 37° C en agitacion a 250 rpm. Al dia
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siguiente, se tomaron, 1.5 ml de cada cultivo, se colocaron en un tubo
Eppendorf, y se centrifugaron durante 30 seg. en una microfuga a 4° C para
empastillar las bacterias. Las pastillas se resuspendieron en 100 ul de solucion
I (glucosa 50 mM, Tris HCI 25 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 8). Se agregaron a la
mezcla 200 pl de solucién Il (NaOH 0.2 N, SDS 1%), mezclando suavemente
por inversidon e incubando 5 min. en hielo. Luego, se agregaron a la muestra
150 pl de solucion 1l (acetato de potasio 5 M), los tubos se agitaron
suavemente y se incubaron 5 min. adicionales en hielo. Los tubos se
centrifugaron 5 min. a 12000 rpm en una microfuga a 4° C. Los sobrenadantes
que contienen el DNA plasmidico se recuperaron decantandolos a un tubo
nuevo. Posteriormente, se les agregd 1 ml de etanol absoluto frio y se
centrifugaron por 5 min. a 4° C en una microfuga para precipitar el DNA. Las
pastillas se lavaron cuidadosamente con 1 ml de etanol al 70% y nuevamente
se centrifugaron por 2 min. a 4° C. EI DNA plasmidico se dej6é secar a
temperatura ambiente y finalmente se resuspendi6 en 30 ul de agua

desionizada estéril.

7.8. Digestion del plasmido pGEX-6P-Ehcaf1.

Los plasmidos obtenidos de la minipreparacion de DNA se digirieron con
las enzimas BamHI y Xhol durante 3 h. a 37° C en presencia de 2 ul de
soluciéon amortiguadora 2 y 1 yl de BSA en un volumen final de reaccion de 20
ul. El producto de la digestion se resolvié en un gel de agarosa al 1% en TAE

1X para verificar la presencia y el tamafo del inserto.



47

7.9. Secuenciacion automatica del gen Ehcaf1.

Una vez seleccionada la clona positiva que contenia el inserto
correspondiente al gen Ehcaf1, se procedidé a secuenciar la construccion para
confirmar que el inserto estuviera en marco de lectura con el vector y que no
tuviera mutaciones. Se realizo la secuenciacion utilizando el kit ABI Prism
BigDye Terminator, v2.0 y el secuenciador de DNA automatico 31300 Genetic
Analyzer (Applied Biosystem). La reaccion de secuenciacion de DNA se llevo a
cabo por el método enzimatico de Sanger, el cual se basa en la sintesis de
DNA en presencia de terminadores de cadena dideoxinucledsidos trifosfatados
(ddNTPs). Cada terminador de cadena estd marcado con una molécula
fluorescente. La adenina contiene dicloro R6G (verde), la citosina esta tehida
con dROX (rojo), la guanina con dR110 (azul) y la timina con dTAMRA
(amarillo). La reaccion se llevo a cabo en presencia del 500 ng DNA molde, 10
pm de un oligonucleétido complementario al extremo 3'UTR del gen Ehcaff y
una mezcla del kit que contiene la enzima AmpliTaqg DNA polimerasa y MgCls,.
La DNA polimerasa al sintetizar la cadena complementaria no hace distincién
entre los dANTPs y ddNTPS, pero cada vez que un ddNTP se incorpora, la
sintesis de la cadena se detiene por la falta del grupo hidroxilo. Debido a que
en la reaccion existen millones de moléculas de DNA molde, las cadenas de
DNA sintetizadas van a terminar en diferentes puntos en la secuencia. Estos
fragmentos sintetizados se separaron por su tamafio y con un laser se excit6 el
fluorocromo del ddNTP. Los datos obtenidos fueron interpretados en la
computadora la cual asigndé un pico de fluorescencia correspondiente a un
nucledtido especifico y el resultado se desplegé graficamente en un

electroferograma.
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8. Expresioén y purificaciéon de la proteina recombinante rEhCAF1-GST.
8.1. Preparacion de las células competentes E. coli BL21 (DE3) pLysS
frescas.

Para la obtencion de células competentes, bacterias de la cepa
BL21(DE3)pLysS fueron sembradas en una placa de medio LB y se incubaron
a 37° C toda la noche. Al dia siguiente, una colonia se sembré en 5 ml de
medio LB liquido y se incubd a 37° C hasta que alcanz6 una DO a 600 nm de
0.4. Entonces se realiz6 una dilucién 1:20 de este cultivo en 50 ml de medio
LB liquido fresco y se permitié que creciera a 37° C hasta una DO de 0.4 a 600
nm. Posteriormente, las células se incubaron en hielo durante 20 min. y se
centrifugaron a 7000 rpm en la centrifuga Sorvall Biofuge primo R por 5 min. a
4° C; la pastilla se resuspendié en 20 ml de solucién de CaCl, 1 mM, se incubod
por 5 min. en hielo y se centrifugd a 7000 rpm durante 5 min. a 4° C.
Finalmente, la pastilla se resuspendié en 4 ml de solucion de CaCl, 1 mM. Las

células se utilizaron inmediatamente.

8.2. Transformacion de células competentes mediante choque térmico.
100 pl de bacterias E. coli BL21 (DE3) pLysS competentes se
trasformaron con 1 pg del plasmido pGEX-6P-Ehcaf1. Se incubaron por 30 min.
en hielo y después por 90 seg. a 42° C en un termobloque. Las células se
pasaron inmediatamente a hielo en donde permanecieron 3 min. Después, se
agregaron 200 ul de medio LB y las bacterias se incubaron por 1 h. a 37° C en

agitacion a 225 rpm. Por ultimo, la mezcla se espatulé sobre cajas Petri con
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medio LB sdlido con 100 ug/ml de ampicilina y 34 ug/ml de cloranfenicol. Las

cajas se incubaron a 37° C durante toda la noche.

8.3. Expresion de la proteina recombinante rEnCAF1-GST.

Se transformaron bacterias E. coli BL21 (DE3) pLysS competentes con
1 ug de la construccion pGEX-6P-Ehcaf1, se espatularon en placas de LB
solido con ampicilina 100 pg/ml y cloranfenicol 34 ng/ml y se incubaron durante
toda la noche a 37° C. Al dia siguiente, se inoculé una colonia en 100 ml de
medio LB con ampicilina 100 pg/ml y cloranfenicol 34 ug/ml a 37° C en
agitacion a 225 rpm hasta alcanzar una D.O. a 600 nm entre 0.4 y 0.6. En este
momento se tomdé una muestra de bacterias correspondiente al tiempo O.
Posteriormente, se agregd isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG) a wuna
concentracién final de 1 mM vy se dejé el cultivo crecer durante 3 y 6 h.
adicionales a 37° C. Se cosecharon las bacterias a 7000 rpm durante 5 min. y

la pastilla se guardé a —20° C hasta su uso.

8.4. Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford.

Para determinar la cantidad de proteinas obtenidas se siguioé el método
de cuantificacion descrito por Bradford (Ausubel y col., 1994). Para esto, se
realizé una curva patrén de la siguiente manera. En tubos Eppendorf de 1.5 ml
de volumen se colocaron 0, 5, 10, 15 y 20 ul correspondiente a 0, 2.5, 5, 7.5y
10 g, respectivamente de albumina sérica de bovino (BSA) (New England
Biolabs). A cada tubo se le agregé la cantidad necesaria de NaCl 150 mM para
tener un volumen final de 100 pl. Luego se agregd 1 ml del reactivo de Bradford

(100 mg de azul de Comassie G-50, 50 ml de etanol al 95%, 100 ml de &cido
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fosférico al 85%). Los tubos se agitaron vigorosamente y se incubaron 3 min. a
temperatura ambiente. Después, se determind la absorbancia de las muestras
al medirlas a una longitud de onda de 595 nm, en la region visible del campo
electromagnético, utilizando un espectrofotometro automatico (Biomate 3
Thermo Spectronic). Los datos obtenidos se graficaron realizando una
regresion lineal, obteniendo asi los valores de la pendiente (m) y la ordenada al
origen (b). Para medir la concentracion de las proteinas de interés, se tomaron
alicuotas de 5 pl de cada muestra y se siguié el mismo procedimiento. Los
datos obtenidos se interpolaron empleando los valores de my b en la curva

patrén, determinando asi las cantidades exactas de proteinas en cada muestra.

8.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida no nativos.

Se coloco un volumen de muestra correspondiente a 50 ug de proteinas
en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se les adicion6 un volumen igual de solucién
amortiguadora de muestra Laemmli 2X (125 mM de Tris-HCI pH 6.8, dodecil
sulfato de sodio al 4% y glicerol al 20%), posteriormente se le agregd 14 pl/mi
del agente reductor, f-mercaptoetanol al 5%. Las mezclas se hirvieron por 5
min. en bafio Maria y se colocaron en hielo hasta el momento de cargarse en el
gel. Las proteinas se resolvieron electroforeticamente mediante SDS-PAGE al
10%. Para preparar los geles se empled el sistema de Bio-Rad (Mini-Protean Il
System). Todas las soluciones fueron preparadas en agua destilada estéril y
fitradas a través de una membrana de 0.45 nm (Millipore). La solucién de
mondémero contiene acrilamida al 29.2% (Bio-Rad), bis-N, N’ metilen-bis-
acrilamida 0.8% (Bio-Rad); solucion amortiguadora de corrida que contiene Tris

(Sigma) 1.5 M, pH 8.8 ajustado con HCI. La solucion amortiguadora
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concentradora, contiene Tris 0.5 M, pH 6.8 ajustado con HCI; SDS al 10%;
persulfato de amonio (Bio-Rad) al 10% y como catalizador TEMED (Bio-Rad).
Se prepararon dos geles, uno separador y otro concentrador. El gel separador
se prepard con acrilamida al 10%, bis acrilamida 1.08%; Tris-HCI 375 mM pH
8.8, SDS 0.1%, persulfato de amonio 0.05% y TEMED al 0.003%. El gel
concentrador se prepar6 con acrilamida al 4%, bis 0.01%; Tris-HCI 125 mM pH
6.8, SDS 0.1%, persulfato de amonio 0.05% y TEMED al 0.005%. Tanto el
persulfato de amonio como el TEMED se afadieron a la solucion de los geles
inmediatamente antes de vaciarla a los moldes. Los geles se prepararon en
moldes de vidrio de 10 x 8.2 cm, con separadores de 1.5 mm. de espesor. Una
vez armado el molde y sellado, se vaciaron 10 ml de la solucién del gel
separador; después se adicionaron 2 ml de agua para aplanar el gel. Cuando el
gel polimerizé (~ 20 min.) se retird el agua y se agrego en el espacio restante
del molde la solucion del gel concentrador e inmediatamente se colocd el
peine, formador de pozos en los cuales se inyectaron las muestras y se dej6
polimerizar por 20 min. adicionales. Después, el gel se monté en la cdmara de
electroforésis (Bio-Rad) y se le agregd solucion amortiguadora de corrida 1X
preparada con 25 mM Tris, glicina 192 mM y SDS al 0.1%. A las muestras de
proteinas se les adiciond buffer de muestra para proteinas a una concentracion
final 1X. En cada pozo se colocaron las alicuotas correspondientes y los geles

se corrieron durante 2 h 30 min. a 100 V.

8.6. Tincion de los geles de poliacrilamida con azul de Coomasie.
Para visualizar las proteinas separadas por electroforesis en los geles de

poliacrilamida, estos se tifieron durante 20 min. en una soluciéon que contenia
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azul de Coomasie R-250 al 0.25% (BioRad) preparado en metanol al 45% vy
acido acético al 10%. Después del tiempo de tincién y para poder observar
claramente las bandas de proteinas, el gel se contrasté con una solucién
destenidora (metanol al 30% y acido acético al 10%) durante toda la noche en
agitacion ligera. Como marcadores de peso molecular se utilizaron las
marcadores pretenidos Precision Plus Protein Standards Dual color (BioRad).

del rango entre 10-250 kDa.

8.7. Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa.

Las proteinas separadas por SDS-PAGE al 10%, se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Supported nitrocelulose-1, Gibco, BRL). Los
geles, las membranas de nitrocelulosa y los papeles Whatman se preincubaron
por 5 min en solucion de transferencia de proteinas (20% metanol, 10% Tris-
Glicina). Posteriormente, se armo y conectd la camara de transferencia para
permitir a las proteinas migrar del polo negativo al positivo, de esta manera
pasan del gel de poliacrilamida a la membrana de nitrocelulosa. Una vez
armado el dispositivo la camara de electrotransferencia se lleno con solucién
de transferencia de proteinas y se corrio a 400 mA por 45 min. a 4° C. Por
ultimo, la presencia de las proteinas en la membrana se confirmé por tincién
con rojo Ponceau (100 mg/ml). Después las membranas se lavaron con agua

bidestilada para retirar el colorante y se realizaron los ensayos de Western blot.

8.8. Ensayos de Western blot.
Una vez transferidas las proteinas a las membranas, éstas se incubaron

durante 2 h. en solucidon bloqueadora con 5% de leche descremada en PBS 1X.
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Posteriormente, se agregd el anticuerpo primario anti-GST (Amersham) en una
dilucién 1:10000 en PBS 1X 'y 2% de leche descremada por 2 h. a temperatura
ambiente en agitacion constante. Después las membranas se lavaron tres
veces con PBS-Tween 20 al 0.05% y se les agregd el anticuerpo secundario
anti-lgG de cabra acoplado a peroxidasa (eBioscience) en una dilucién 1:6000
en PBS 1X y leche descremada al 2% por 1 h. a temperatura ambiente en
agitacion. Por ultimo, las membranas se lavaron tres veces con PBS-Tween 20
al 0.05% y se revelaron por quimioluminiscencia con el reactivo ECL plus

(Amersham Pharmacia Biotech) utilizando placas de autoradiografia (Kodak).

8.9. Analisis de la solubilidad de la proteina recombinante rEhCAF1-GST.
Se cosecharon las bacterias BL21(DE3)pLysS correspondientes a una
induccién de 3 h. a 7000rpm durante 5 min. La pastilla se resuspendié en 5 ml
de PBS pH 7.4 y se adiciond lisozima en una concentracion de 1 mg/ml. La
muestra se sonicé a 60 % de amplitud con pulsos de 10 seg con descansos de
10 seg. en un sonicador automatico (Ultrasonic Processor). Posteriormente, la
muestra se centrifugo a 8000 rpm durante 45 min. a 4° C en una centrifuga
Sorvall Biofuge primo R para separar y recuperar las proteinas solubles en el
sobrenadante. Las proteinas insolubles permanecieron en los cuerpos de
inclusidon que quedaron en la pastilla la cual se resuspendié en PBS pH 7.4.
Una vez obtenidas las muestras se procedié a analizarlas mediante SDS-PAGE
al 10% y por ensayos de Western blot utilizando como anticuerpo primario el
anti-GST y como secundario el anticuerpo anti-lgG de cabra acoplado a

peroxidasa como se describié previamente.
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8.10. Solubilizacién de la proteina recombinante rEhCAF1-GST.

Para purificar la proteina recombinante rEhCAF1-GST que se
encontraba en los cuerpos de inclusion, implementamos un protocolo de
solubilizacién de la proteinas fusionadas a GST con la adicién de sarcosil al
1.5% (Frangioni et al, 1993). Las bacterias inducidas durante 3 h., se
cosecharon por centrifugacion a 7000 rpm durante 5 min., se elimin6é el
sobrenadante y la pastilla obtenida se resuspendié en 5 ml de PBS pH 7.4. Se
adicioné lisozima en una concentracion de 1 mg/ml y se incub6 en hielo
durante 15 min. Pasado este tiempo se adicioné DTT a una concentracion de 5
mM y sarcosil al 1.5%. Posteriormente, la muestra se sonicé a 60 % de
amplitud con pulsos de 10 seg. con descanso de 10 seg. en un sonicador
automatico (Ultrasonic Processor). Pasado este tiempo, la muestra se
centrifugdé a 8000 rpm durante 45 min. a 4° C en una centrifuga Sorvall Biofuge
primo R. Se recuperaron las fracciones solubles e insolubles y se resolvieron
mediante SDS-PAGE al 10% para analizar la solubilidad de la proteina
recombinante rERCAF1-GST en ambas fracciones por ensayos de Western blot
utilizando como anticuerpo primario el anti-GST y como secundario el
anticuerpo anti-lgG de cabra acoplado a peroxidasa como se describid

previamente.

8.11. Purificacion de la proteina recombinante rEhCAF1-GST.

La proteina recombinante rEhCAF1-GST se purifico de acuerdo al
protocolo en batch descrito en el manual de la resina Glutathione Sepharose
High Performance (Amersham). La fraccion soluble obtenida después de una

induccién de 3 h. y solubilizada con sarcosil, se incub6 durante 1 h. a 4° C con
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la resina de glutation sefarosa previamente activada con la adicion de PBS 1X
pH 7.4 con agitacién constante y suave. Posteriormente, la sefarosa fue
empaquetada en una jeringa de 1 ml con un tapon de fibra de vidrio y se hizo
pasar el sobrenadante en tres ocasiones. Luego se realizaron 3 lavados con
PBS 1X pH 7.4 frio para eliminar las proteinas de bacteria unidas de manera
inespecifica a la resina de glutation sefarosa y por ultimo la proteina
recombinante se eluyd con el amortiguador de elusion (HEPES 175 mM, NaCl
150 mM, glutation reducido 15 mM, DTT 5 mM vy tritdbn al 0.1%) con pH 7.4,
recuperando 3 fracciones de elusién. Para confirmar la identidad de la proteina
recombinante purificada las fracciones fueron analizadas mediante SDS-PAGE
al 10% y mediante ensayos de Western blot utilizando el anticuerpo primario
anti-GST y como secundario anti-lgG de cabra acoplado a peroxidasa como se

describid previamente.

9. Anadlisis de la interaccion de la proteina recombinante rEhCAF1-GST
con RNA.
9.1. Amplificacion del templado de DNA de 284 pb mediante PCR.

El fragmento de DNA de 284 pb correspondiente la region 3'UTR del
gen EhPgp5 se amplificé por PCR a partir del plasmido 5'Pgp1-CAT-3’'Pgp5, el
cual contiene 100 pb de la region 3" del marco de lectura abierto del gen
EhPgp5 y 700 pb de la secuencia 3'UTR (Lépez-Camarillo et al, 2003). Se
utilizé el par de oligonucledtidos en sentido: 5-GCGTAATACGACTC
ACTATAGGGATTATACACTTGCTATGC-3’ y antisentido, 5-AAACTGATTAT
ATAATTAT-3. Amplificamos un fragmento de DNA que corresponde a las

ultimas 100 pb de la regién codificante del gen EhPgp5 mas 180 de la regién
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3'UTR. El fragmento se amplific6 por PCR en un volumen de 50 ul que
contenia la siguiente mezcla: amortiguador de PCR 1X (Tris-HCL 20 mM pH
8.4, KCI 50 mM); MgCl, 4 mM; dATP, dCTP. dGTP y dTTP a 10 mM cada uno
de ellos (Invitrogen), 1.2 U de enzima Taq DNA polimerasa, 100 ng de cada
uno de los oligonucleétidos y 50 ng del DNA plasmidico. Las reacciones de
PCR se llevaron a cabo en el termociclador PX2 Thermal Cycler (Thermo
Electron Corporation) bajo las siguientes condiciones experimentales: 5 min. a
94° C para la desnaturalizacion del DNA y posteriormente 30 ciclos de
polimerizacion y extension (35 seg. a 94° C, 45 seg. a 52° C, 45 seg. a 72° C),
seguidos de una extension final de 7 min. a 94° C y una ultima rampa a 4° C
por tiempo indefinido. (Lépez-Camairillo et al, 2003). Los productos de PCR se
resolvieron en un gel de agarosa al 1% en TAE 1Xy se purifico el fragmento de
DNA mediante el uso del kit GenClean Il, de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

9.2. Transcripcion in vitro de la sonda de RNA de 284pb.

La sintesis de RNA se realizé empleando el kit de transcripcion in vitro
Riboprobe™ RNA Production System-T7 (Promega). Las reacciones se
realizaron en un volumen final de 20 pl, con 1 yuyg de DNA templado
previamente purificado, 0.5 mM de cada una de los ribonucleétidos rCTP,
rGTP, rUTP y a-SZP[rATP], 10 U de inhibidor de ribonucleasas y 20 U de RNA
polimerasa T7 (Promega). Las mezclas se incubaron durante 1h 30 min. a
42°C. Posteriormente, se adiciond 1 U de DNasa | libore de RNasas para
eliminar el templado de DNA y se incubo durante 15 min. a 37° C. Por ultimo se

inactivé la DNasa con calor incubando por 10 min. a 65° C. Para la purificacion
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la reaccion de marcaje se paso a través de una columna de Sephadex G-50
previamente equilibrada con TE (Tris-EDTA). La columna se preparé en una
jeringa de plastico de 1 ml con un tapdén de fibra de vidrio en el fondo. La
columna se empaco con Sephadex G-50 y se lavd por centrifugacion en una
centrifuga clinica (Head-Safety Centrifuge) durante 2 min. Inmediatamente,
después de pasar la reaccion de marcaje en la columna se centrifugd por 2
min., para recolectar el RNA marcado el cual se cuantifico en un contador de

centelleo (Beckman) y se almacend a -20° C hasta su uso.

9.3. Ensayo de retardamiento de la movilidad electroforética.

Para analizar la interaccion de la proteina rEnRCAF1-GST con el RNA,
realizamos los ensayos de retardamiento de la movilidad electroforética
(EMSA). El experimento se llevé a cabo en un volumen final de 20 ul en un
amortiguador de unién (HEPES 10 mM, KCI 40 mM, DTT 1 mM, MgCl, 4 mM,
espermidina 4 mM vy glicerol 5%) en presencia de 10 ug de la proteina
rEnCAF1-GST nativa. Las reacciones se iniciaron con la adicion de la sonda
radioactiva (10000 cpm) a los tubos previamente preparados se incubaron
durante 15 min. 4° C. Como control se sustituyo la proteina rEnCAF1-GST por
la fraccion purificada de la proteina GST. También se realizaron competencias
especificas e inespecificas mediante la adicion de la sonda fria y RNA de
transferencia en un exceso de 50X veces, respectivamente. Finalmente, los
complejos RNA-proteina se resolvieron en geles no desnaturalizantes de
poliacrilamida al 6% para DNA, los cuales fueron secados en vacio a 80° C y
expuestos a una pantalla sensible a radiactividad. Los complejos formados se

visualizaron en un Phosphor Imager (BioRad).
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IV. RESULTADOS.
1. Identificacion y analisis in silico de las posibles poli(A) ribonucleasas
de E. histolytica.

Mediante las busquedas en las bases de datos del genoma de E.
histolytica encontramos tres diferentes genes que codifican para posibles
poli(A) ribonucleasas los cuales denominamos como Ehcafl1, Ehcafi-like y
Ehccr4 en base a sus homdélogos en otros organismos. No encontramos genes
homdlogos a PAN2, PAN3 y PARN. De acuerdo a estos resultados podemos
concluir que E. histolytica presenta una pequefa familia de genes que codifican
para posibles desadenilasas, las cuales poseen diversos grados de homologia
e identidad con sus proteinas homologas en levadura y en humano (Tabla 3).

Los tres genes identificados carecen de intrones y codifican para
proteinas altamente conservadas. El gen Ehcaf1 contiene 933 pb que codifican
para una proteina de 311 aminodacidos, con un peso molecular predicho de
35.6 kDa. El gen Ehcaf1-like consta de 912 pb y codifica para una proteina de
303 aminoacidos con un peso molecular 34.7 kDa. Por ultimo, el gen Ehccr4
consta de 1527 pb y codifica para una proteina predicha de 508 aminoacidos
con un peso molecular de 56.3 kDa. De manera interesante, las proteinas
EhCAF1 y EhCAF1-like son muy parecidas (Fig. 8) y comparten el 79% de
identidad y el 87% de homologia en su secuencia de aminodacidos. Para
corroborar que estas proteinas paralogas son codificadas por genes diferentes,
procedimos a determinar su localizacién en el genoma de E. histolytica. Los
resultados muestran que el gen Ehcaf1 se localizé en el scaffold 000108 (Fig.
9) y adyacente a el se encontraron genes que codifican para proteinas

homologas al factor 3b de splicing y una proteina de union al RNA.
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Figura 8. Representacion esquematica de las regiones conservadas de las
proteinas EnCAF1 y EhCAF1-like. Los rectangulos en color negro indican los
residuos DEDD importantes del sitio catalitico de la familia de RNAsa D

presentes en las desadenilasas.
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Figura 9. Localizacion del gen Ehcaf1 en el genoma de E. histolytica en el
scaffold 000108. Adyacente a el se encuentran genes que codifican para

proteinas que potencialmente participan en splicing y en la union al RNA.
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Figura 10. Localizacion del gen Ehcaf1-like en el genoma de E. histolytica en
el scaffold 00007. Adyacente a él se pueden identificar genes que codifican

para una proteina ribosomal y una translocasa SEC61.
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Por otra parte, el gen Ehcaf1-like se ubicé en el scaffold 00007 (Fig. 10)
y adyacente a él se pueden identificar genes que codifican para una proteina
ribosomal y una translocasa SEC61. Estos resultados corroboraron que Ehcaf1
y Ehcaf1-like son genes unicos dado que difieren en su ubicacion en el genoma
de E. histolytica. Es probable que estos genes hayan surgido por duplicaciéon
génica, ademas de que el hecho de que contengan un alto grado de homologia
a nivel de aminoacidos sugiere la existencia de redundancia génica en este
parasito.

Posteriormente, realizamos un alineamiento multiple con las secuencias
de aminoacidos de las proteinas EhCAF1, EnCAF1-like, HsSCAF1, HsCALIF y
ScPOP2 para conocer si las proteinas de amiba comparten similitudes con sus
homdlogos en humano y levadura. De manera general, observamos que existe
una conservacion a lo largo de las secuencias de aminoacidos de las
desadenilasas alineadas. Estas proteinas poseen tres residuos de aspartato
(D) y un glutamato (E) caracteristicos del dominio de RNasa D de las proteinas
de la superfamilia de exoribonuleasas DEDD, a excepcion de la proteina POP2
de levadura que carece de dos residuos de aspartato que son reemplazados
por serinas (Fig. 11). Adicionalmente, el andlisis con los programas Pfam,
Prosite y ProScan permitieron identificar el dominio de RNAsa D en las
proteinas EnCAF1 y EnCAF1-like que se ubicdo entre los aminoacidos 56 al 286
(Fig. 12).

Posteriormente, se realiz6 un analisis filogenético para estudiar la
evolucion de las proteinas CAF1 en diferentes organismos (Fig. 13). Los
resultados obtenidos sugieren que las proteinas EhCAF1 y EhCAF1-like

derivan de un ancestro comun y que divergieron de manera mas temprana en
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EhCAF1 24
EhCALIF 24
H=sCAF1 24
H=sCALIFE 24

ScFPOFPZ2 121

EhCAF1 84
EhCALIF 84
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H=sCALIF 82
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HsCALIE 1471
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ScPOP2 299 LOOSSQQOOO0Q

Figura 11. Representacion esquematica de las regiones conservadas en las
proteinas EnCAF1 y EnCAF1-like, CAF1 y POP2. Los rectangulos en color rojo
indican los residuos DEDD del sitio catalitico caracteristicos de la familia de
RNAsa D. En cajas sombreadas se muestran los aminoacidos idénticos entre la

CAF1y CAF1-like de E. histolytica y dos o tres de las secuencias homologas.
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Figura 12. Estructura de los dominios de las proteinas EnCAF1 y EhCAF1-like
predichos con los programas Pfam e InterProScan, donde se identifican a los

cuatro aminoacidos DEDD caracteristicos del dominio de RNAsa D.
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Figura 13. Andlisis filogenético de las proteinas CAF1 en diferentes
organismos. El arbol sin raiz de las proteinas CAF1 se obtuvo con el programa
MEGA version 3.1 utilizando las secuencias proteicas completas.
Esquematizacion y comparacion del dominio CAF1 identificado en las

diferentes proteinas
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comparacion con sus homologos de mamiferos y plantas. Ambas proteinas se
encuentran agrupadas en un cluster donde también se puede encontrar la
proteina homologa a CAF1 del parasito Giardia lamblia.

Para la prediccion de la estructura terciaria de las proteinas EhCAF1 y
EhCAF1-like se utilizd6 como templado la estructura terciaria del cristal del
dominio DEDD de la proteina POP2 de levadura (Fig. 14). Los resultados
muestran que las proteinas de E. histolytica poseen una conformacion
estructural semejante entre si y con respecto a POP2 de levadura. Después
realizamos un analisis mas detallado del dominio de RNAsa D de EhCAF1 y
EhCAF1-like y encontramos que a pesar de que en la estructura primaria, los
aminoacidos que conforman el dominio DEDD se encuentran alejados, al
plegarse la estructura de las proteinas se acercan para ubicarse muy cercanos
entre si lo cual permite la formacion de una concavidad donde interacciona el
RNA en el dominio catalitico (Fig. 15). Por otra parte, realizamos un analisis de
los dominios presentes en las proteinas CCR4 de humano y levadura vy los
comparamos con los de EnRCCR4. Observamos que las tres proteinas poseen
el dominio LRR un la region central (Fig. 16). Sin embargo, la proteina de
amiba carece del dominio de exonucleasa tipo Exo Il y, al igual que la proteina
CCR4 de humano, carece de los dominios de transactivacion ubicados en la
regiéon carboxilo terminal de la proteina CCR4 de levadura. (Fig. 16A).
Posteriormente, realizamos un analisis de los LRR y encontramos que esta
region en la proteina EhCCR4 de amiba contiene la secuencia consenso
descrita en sus homologos de levadura y humano. Dicha secuencia contiene un
patron de aminoacidos conservados como son las prolinas (P), leucinas (L) y

asparaginas (N) en posiciones especificas (Fig. 16B).
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POP2 EhCAF1 EhCAF1-like
Dominio RNAse D (DEDD) Dominio RNAse D (DEDD) Dominio RNAse D (DEDD)

Figura 14. Estructura terciaria y conformacion del dominio de RNAsa D de las
proteinas POP2, EhCAF1 y EhCAF1-like, donde se puede observar que

comparten una conformacion estructural en 3 dimensiones muy similar.
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Figura 15. Localizacién del sitio catalitico DEDD de RNAsa D en la estructura
terciaria de EnCAF1 y EhCAF1-like. Se muestra la presencia de un atomo de
Mg++ el cual esta involucrado en la activaciéon de la funcién catalitica de las

desadenilasas.
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Figura 16. Representacion esquematica de los dominios presentes en las
proteinas CCR4. (A) Comparacién de la estructura molecular de EhCCR4 con
la de levadura y humano. Las tres proteinas poseen el dominio LRR un la
region central. La proteina CCR4 de E. histolytica (Eh) carece del dominio de
exonucleasa tipo Exo Il y, al igual que la proteina CCR4 de humano (Hs),
carece de los dominios de transactivacion ubicados en la region carboxilo
terminal de la proteina CCR4 de levadura (Sc). (B) Alineamiento de los
repetidos ricos en leucina (LRR) de las proteinas CCR4 de humano, levadura y
amiba. La proteina EnCCR4 contiene la secuencia consenso descrita en sus

homologos.
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2. Andlisis de la expresion de RNAm de los genes que codifican las
poli(A) ribonucleasas de E. histolytica en respuesta al dafno del DNA.

Con la finalidad de iniciar el estudio de las poli(A) ribonucleasas de E.
histolytica, analizamos la expresién del mMRNA de los genes en respuesta al
dafio del DNA, debido a que se ha reportado que los genes POP2 y CCR4 de
levadura participan en la respuesta al daio genotoxico. Primero, se realizd el
disefio de los oligonucleodtidos que nos permitieran amplificar especificamente
regiones internas de los genes Ehcaf1, Ehcaf1-like, Ehccr4 vy actina.
Posteriormente, amplificamos estas regiones utilizando como templado DNA
genomico de la clona A tal como se especifica en materiales y métodos. Los
productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al
1%, observandose la amplificacion de las bandas del tamano esperado que
fueron de 594 pb para el gen Ehcaf1, 556 pb para Ehcaf1-like y 626 pb para
Ehccr4 (Fig. 17). Una vez estandarizadas las condiciones de amplificacién por
PCR para cada uno de los genes, procedimos a montar un modelo
experimental que nos permitiera evaluar facilmente cambios en la expresiéon de
los genes Ehcaf1, Ehcaf1-like y Ehccr4. Elegimos el modelo de choque térmico
a 42° C previamente reportado (Weber y col, 2006), en el cual se han analizado
los cambios en la expresion global de genes mediante microarreglos. En este
modelo se reporté una disminucién masiva en la expresion de muchos genes,
por lo que nos podria ser util para estandarizar los ensayos de RT-PCR para
nuestros genes de interés. Se extrajo el RNA total de los trofozoitos y se realizé
la amplificacién por RT-PCR. En el panel A de la figura 18, se muestra un

gel de agarosa al 1% donde se observa la calidad del RNA total extraido de
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Figura 17. Amplificacion de regiones internas de los genes Ehcaf1, Ehcaf1-like
y Ehccr4. Carril 1 marcador de tamafio molecular 100 pb DNA ladder, carril 2
fragmento de 556 pb del gen Ehcaf1, carril 3 fragmento de 624 pb del gen
Ehcaf1-like, carril 4, fragmento de 594 pb del gen Ehccr4 y carril 5, control

negativo de la PCR.
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las células crecidas a 37°C y sometidas al choque térmico. En el panel B se
muestran las condiciones de amplificacién por PCR. Los productos de RT_PCR
fueron resueltos mediante PAGE al 12% y tefidos con bromuro de etidio. El
analisis densitométrico de las bandas obtenidas muestra que el gen Ehcaf1 no
cambié su expresion después del tratamiento. De manera interesante, los
genes Ehcafl-like y Ehccr4 disminuyeron su expresion 4 y 3 veces
respectivamente, en comparacién con las células no sometidas al choque
térmico (Fig. 18, paneles C y D). El control de actina no vario significativamente
su expresion después del choque térmico a 42°C.

Posteriormente, analizamos el perfil de expresion de los genes Ehcaf1,
Ehcafi1-like, Ehccr4 y actina en respuesta al dafio del DNA inducido por
irradiacion con luz UV-C. La induccion de rupturas de la doble cadena del DNA
mediante la irradiacion con luz UV-C en estos experimentos ha sido
previamente demostrada mediante ensayos de TUNEL (Lopez Casamichana et
al., enviado). En la figura 19, se muestran los resultados obtenidos para la
amplificacion de los cuatro genes mediante RT-PCR. En el panel A, se muestra
un gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio donde se observa la
calidad del RNA total extraido de las células sometidas a la irradiacién con UV-
C y las no tratadas. En el panel B se muestran las condiciones de amplificacion
por PCR para cada uno de los genes. Los productos de RT-PCR fueron
resueltos mediante PAGE al 12% y tefidos con bromuro de etidio. El analisis
densitométrico de los productos de RT-PCR muestra que el gen Ehcaf1 no
cambié significativamente su expresién después de la irradiacion. Por el
contrario, el gen Ehcaf1-like disminuyd su expresion 4 veces a los tiempos de

30 min. y 3 h, después de la irradiacion con luz UV-C en comparaciéon con
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Figura 18. Analisis de la expresion de los genes Ehcaf1, Ehcaf1-like, Ehccrd y
actina después del tratamiento por choque térmico. (A) Gel de agarosa al 1%
en TBE 1X donde se observa la calidad del RNA total extraido de las células
crecidas a 37°C y 42°C. (B) Condiciones de amplificacion por PCR para cada
uno de los genes. (C) Gel de poliacrilamida al 12% tefido con bromuro de
etidio donde se muestran los productos de RT-PCR obtenidos a 37°C y 42°C

para cada uno de los genes. (D) Analisis densitométrico de las bandas en C.
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Figura 19. Analisis de la expresion de los genes Ehcaf1, Ehcaf1-like, Ehccrd y
actina después de induccién de dafo al DNA por irradiacion UV-C. (A) Gel de
agarosa al 1% donde se observa la calidad del RNA total extraido de las
células no irradiadas (carril 1) y después de 30 min (carril 2) y 3 h (carril 3) de la
irradiacion con UV-C. (B) Condiciones de amplificacion por PCR para cada uno
de los genes. (C) Gel de poliacrilamida al 12% tenido con bromuro de etidio
donde se muestran los productos de RT-PCR obtenidos en las condiciones
descritas en A para cada uno de los genes. (D) Analisis densitométrico de las

bandas en C.
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las células sin tratamiento (Fig. 19, paneles C y D). De manera interesante, el
gen Ehccr4 aumentd su expresion hasta 5 veces a los 30 min. después de ser
irradiadas y a las 3 h disminuyé gradualmente hasta alcanzar los niveles

basales de expresion (Fig. 19, paneles C y D).

3. Clonacion del gen Ehcaf1 en el vector pGEX-6P-1.

Como ya se comenté previamente, el gen Ehcaf1 ya habia sido clonado
en el vector de expresion pRESET-A. Sin embargo, en nuestras manos
tuvimos dificultades para inducir la expresién de la proteina recombinante a
partir de esta construccion, por lo que decidimos realizar la subclonacién del
gen Ehcaf1 el vector de expresion pGEX-6P-1 (Fig. 20). Este vector posee un
promotor inducible por analogos a la lactosa como el IPTG, lo cual nos permite
expresar proteinas recombinantes fusionadas a la proteina glutation-S-
transferasa (GST). Primero amplificamos por PCR el gen Ehcaf1 a partir del
plasmido pRSET-Ehcaf1 utilizando oligonucledtidos especificos, el cual se
purificé y digirié con las enzimas BamHI y Xhol. En el panel A de la figura 21,
se muestra un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio donde se
resolvieron el vector pGEX-6P-1 y el gen Ehcaf1 digeridos con BamHI y Xhol
los cuales se purificaron y utilizaron en la reaccién de ligacién. En el panel A de
la figura 28, se muestra un candidato seleccionado producto de la ligacién y
digerido con las enzimas de restriccion BamH| y Xhol donde se observa la
liberacién del inserto de un tamafio de 933 pb correspondiente al gen Ehcaf1.
Una vez seleccionada la clona positiva, se procedid a realizar la secuenciaciéon
automatica. El electroferograma que corresponde a la secuencia del gen

Ehcaf1 muestra que este se encuentra en marco de lectura con la secuencia
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Figura 20. Mapa del plasmido pGEX-6P-1. El vector contiene un tamano de
aproximadamente 4900 pb, un sitio de clonacion multiple (MCS), un origen de
replicacién y el gen de resistencia a ampicilina. Este vector permite un alto nivel
de expresiéon de proteina recombinante controlado por el promotor T7 inducible

por IPTG.
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Figura 21. Subclonacion de Ehcaf1 en el vector de expresiéon pGEX-6P-1. (A)
Gel de agarosa al 1% tenido con bromuro de etidio. Carril 1, vector pGEX-6P-1
(4900 pb) digerido con las enzimas BamHI y Xhol. Carril 2, gen Ehcaf1 (933
pb) digerido con BamHI y Xhol. (B) Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro
de etidio donde se analizé el candidato seleccionado producto de la ligacion de
los productos en Ay digerido con las enzimas BamHI y Xhol donde se observa

la liberacion del inserto Ehcaf1.
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Figura 22. Electroferograma correspondiente a la secuencia del gen Ehcaf1.
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del plasmido y que ademas no contiene mutaciones (Fig. 22). De esta manera
se pudo confirmar que la secuencia del gen clonado es idéntica a la secuencia

reportada en las base de datos TIGR y Pathema del genoma de E. histolytica.

4. Expresion y purificacion de la proteina recombinante rEhCAF1-GST.

Para inducir la expresién de la proteina recombinante rEhRCAF1-GST, se
transformaron las células competentes de la cepa BL21(DE3)pLysS con el
plasmido pGEX-6P-Ehcaf1. Una clona seleccionada de las placas de LB
ampicilina se cultivo en medio LB ampicilina liquido, se le adicion6 IPTG 1 mM
y se crecio durante 3 y 6 horas a 37° C, como se detalla en materiales y
métodos. En la figura 23 se muestran las proteinas obtenidas a los diferentes
tiempos de induccién (0, 3 y 6 h). En los carriles 2, 3 y 4 se muestran los
extractos proteicos totales obtenidos de la induccion de las bacterias
transformadas con el vector pGEX-GST sin inserto a las 0, 3 y 6 h, donde
podemos observar la expresion de la proteina GST de 26 kDa en los tres
tiempos analizados. En los carriles 5, 6 y 7 se muestran los extractos proteicos
totales obtenidos de las bacterias transformadas con el vector pGEX-Ehcaf1 e
inducidas a las 0, 3 y 6 h, donde podemos observar la expresion de la proteina
rEhCAF1-GST del peso esperado de 61.5 kDa después de 3 y 6 h de
induccion.

Para corroborar la identidad de las proteinas inducidas se realizé un
ensayo de Western blot utilizando un anticuerpo primario dirigido contra la
proteina GST. En la figura 24, se muestran en los carriles 2, 3 y 4 los extractos
proteicos totales obtenidos de las bacterias transformadas con el vector pGEX-

GST e inducidas a las 0, 3 y 6 h, donde podemos observar el reconocimiento
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Figura 23. SDS-PAGE al 10% tefido con azul de Coomassie. Carril 1,
marcadores de peso molecular pretefidos Dual color. Carriles 2, 3 y 4,
extractos proteicos totales obtenidos de la induccién de las bacterias
transformadas con el vector pGEX-GST a las 0, 3 y 6 h. Carriles 5, 6 y 7,
extractos proteicos totales obtenidos de las bacterias transformadas con el
vector pGEX-Ehcaf1 e inducidas a las 0, 3 y 6 h. Las flechas sefnalan las

proteinas GST de 26 kDa y la proteina EhCAF1 de 61.5 kDa.
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Figura 24. Inmunodeteccion de las proteinas rEhRCAF1-GST y GST mediante
Western blot. La membrana se incubd con el anticuerpo anti-GST y se reveld
mediante ECL. Carriles 2, 3 y 4, extractos proteicos totales obtenidos de la
induccion de las bacterias transformadas con el vector pPGEX-GST alas 0,3y 6
h. Carriles 5, 6 y 7, extractos proteicos totales obtenidos de las bacterias
transformadas con el vector pGEX-Ehcaf1 e inducidas a las 0, 3 y 6 h. Las
flechas sefialan las proteinas GST de 26 kDa y rEhCAF1 de 61.5 kDa

reconocidas especificamente por el anticuerpo anti-GST.
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especifico de la proteina GST de 26 kDa. En los carriles 5,6y 7 se muestran
los extractos proteicos totales obtenidos de las bacterias transformadas con el
vector pGEX-Ehcaf1 e inducidas a las 0, 3 y 6 h, donde podemos observar el
reconocimiento de la proteina rEnNCAF1-GST de 62.1 kDa a los tiempos 3y 6 h
después de la induccién con IPTG.

Con la finalidad de purificar la proteina rEhCAF1-GST analizamos
primero su solubilidad. Las fracciones solubles y no solubles obtenidas de
acuerdo al protocolo descrito en materiales y métodos, se resolvieron mediante
SDS-PAGE al 10% (Fig. 25). El analisis del gel de poliacrilamida tehido con
azul de Coomasie muestra que la proteina rEhCAF1-GST permanecio en la
fraccidén insoluble en cuerpos de inclusion (P), mientras que en la fraccion
soluble correspondiente al sobrenadante (SN) observamos una cantidad muy
pequefia de la proteina recombinante (Fig. 25). Para verificar la identidad de las
proteinas se realiz6 un Western blot con el anticuerpo anti-GST. Como se
puede observar en la figura 26, el anticuerpo reconocio en la fraccion insoluble
a la proteina rEnCAF1-GST observada en el gel tefiido con azul de Coomassie,
corroborando su presencia mayoritaria en los cuerpos de inclusion.

Con la finalidad de purificar la proteina rEhCAF1-GST a partir de los
cuerpos de inclusién, procedimos a realizar un protocolo de solubilizacion
mediante el uso del detergente sarcosil al 1.5%. En la figura 27 se muestra un
gel de SDS-PAGE al 10% donde se resolvieron las fracciones solubles e
insolubles después del tratamiento con el detergente. En el carril 2 se observa
la fracciéon de la pastilla (P) correspondiente a los cuerpos de inclusion en
donde podemos observar la banda correspondiente a la proteina de fusién

rEhCAF1-GST. En el carril 3 se observan los extractos correspondientes
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Figura 25. Perfil de solubilizacion de la proteina rEhRCAF1-GST. SDS-PAGE al
10% tefiido con azul de Coomassie. Carril 1, marcadores de peso molecular
pretefiidos Dual color. Carriles 2 y 3 fraccion insoluble (P) y fraccion soluble
(SN) respectivamente, obtenidas de la induccién de las bacterias
transformadas con el vector pGEX-GST. Carriles 4 y 5, fracciones insoluble y
soluble respectivamente, obtenidas de la induccién de las bacterias
transformadas con el vector pGEX-Ehcaf1. Las flechas sefialan las proteina

GST de 26 kDa y la proteina EnCAF1 de 61.5 kDa.



&4

P |ISN| P [SN
100 —
75 —

|

50 —
37 —

-
o5 — e | |

PGEX-GST pGEX-EhCAF1

Figura 26. Inmudeteccion de las proteinas GST y rEhRCAF1-GST por Western
blot. Carril 1, marcadores de peso molecular pretefiidos Dual color. Carriles 2 y
3 fraccion insoluble (P) y fraccidon soluble (SN) obtenidos de la induccién de las
bacterias transformadas con el vector pGEX-GST. Carriles 4 y 5 transformadas
fraccion insoluble (P) y fracciéon soluble (SN) respectivamente obtenidos de la
induccion de las bacterias transformadas con el vector pGEX-Ehcaf1. Con las
flechas se sefialan las proteina GST de 26 kDa y la proteina EnCAF1 de 61.5

kDa reconocidos especificamente por el anticuerpo anti-GST.
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a la fraccion soluble o sobrenadante (SN) después del tratamiento con sarcosil,
observando que la banda correspondiente a la proteina rEnCAF1-GST-GST se
enriquecio considerablemente en comparacién con la pastilla.

Después de la solubilizacién de la proteina rEhRCAF1-GST realizamos la
purificacion en condiciones nativas, de acuerdo al protocolo descrito en
materiales y métodos. En la figura 28 se muestra un gel SDS-PAGE al 10%
tefido con azul de Coomassie donde se resolvieron las fracciones obtenidas en
el proceso de purificacion. En el carril 2 se cargaron los extractos proteicos
correspondientes a la fraccién insoluble, en el carril 3 el sobrenadante, en el
carril 4 lo no unido a la columna de sefarosa-glutation, en el carril 5 la resina
que interactu6 con los extractos, en los carriles 6 y 7 los lavados, y en los
carriles 8 y 9 las fracciones de elusién. Lo que podemos observar es que la
proteina rEhCAF1-GST se encuentra en todas las fracciones y que se vio
enriquecida considerablemente en las fracciones de elusion E1 y E2. Para
confirmar la identidad de la proteina purificada se realizdé un ensayo de Western
blot utilizando un anticuerpo anti-GST. En figura 29, se muestra el resultado
doénde podemos observar que el anticuerpo reconoce la proteina rEnCAF1-
GST de 61.5 kDa, por lo que podemos concluir que la purificacion de la

proteina fue adecuada.
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Figura 27. Solubilizacién de la proteina rERCAF1-GST a partir de cuerpos de
inclusion. SDS-PAGE al 10% tefido con azul de Coomassie. Carril 1,
marcadores de peso molecular pretefidos Dual color. Carril 2, fraccidn
insoluble (P) correspondiente a extractos de bacterias transformadas con el
vector pGEX-Ehcaf1. Carril 3, fraccion soluble (SN) correspondiente a extractos
de bacterias transformadas con el vector pGEX-Ehcaf1. La flecha senala la

proteina rERCAF1-GST de 61.5 kDa.
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Figura 28. Purificacion de la proteina rERCAF1-GST mediante cromatografia
en columnas de sefarosa-glutation. SDS-PAGE al 10% tefiido con azul de
Coomassie. Carril 1, marcadores de peso molecular pretefidos Dual color.
Carril 2, fraccion insoluble (P), carril 3, sobrenadante (SN), carril 4, fraccién no
unida a la columna de sefarosa-glutation (NU), carril 5, resina que interactué
con los extractos (RES), carriles 6y 7, lavados L1y L2, carriles 8 y 9 fracciones

de elusién E1y E2. La flecha sefiala la proteina rEhRCAF1-GST de 61.5 kDa.
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Figura 29. Inmunodeteccion por Western blot de las fracciones del proceso de
purificacion utilizando el anticuerpo anti-GST. Carril 1 fraccion insoluble (P),
carril 2 sobrenadante (SN), carril 3 resina que interactué con los extractos
(RES), carriles 4 y 5 fracciones de elusion E1 y E2. La flecha senala la

proteinas GST y rEhCAF1-GST.



89

5. Analisis de la interaccion de la proteina recombinante rEhCAF1-GST
con RNA.

Para determinar si la proteina rEhCAF1-GST era capaz de unirse al
RNA, procedimos a realizar ensayos de EMSA. En el panel B de la figura 30,
se muestran los productos de PCR correspondientes al templado de DNA de
284 pb resueltos en un gel de agarosa al 1% tenido con bromuro de etidio. El
fragmento de DNA fue purificado y resuelto en un gel de agarosa al 1% tefido
con bromuro de etidio donde se verificd su calidad y cantidad (Fig. 30, panel C).
El DNA se transcribié in vitro para obtener la sonda de RNA marcada con a-
%2P_[rATP]. En la figura 31 se muestra la autoradiografia de los complejos RNA-
rEnCAF1-GST radiactivos resueltos mediante PAGE al 6% no desnaturalizante.
En el carril 1 se observa el resultado de la incubacion de la sonda radiactiva
junto con la proteina rEnNCAF1-GST observandose la formacién de un complejo
con una menor movilidad electroforética, el carril 2 corresponde a la incubacién
de la sonda con rEhCAF1-GST y el competidor especifico que corresponde a la
misma sonda no marcada en un exceso de 50 veces respecto a las sonda
marcada, observandose la desaparicion del complejo. En el carril 3 se muestra
la incubacion de la sonda con rEhRCAF1-GST y el competidor inespecifico (RNA
transferencia) en un exceso de 50 veces, observandose que el complejo
permanece. En los carriles 4 y 5 se muestra un ensayo de superretardamiento
en los cuales se incubd la sonda junto con rEhCAF1-GST, y 5 ul de los sueros
inmune anti-rEnCAF1-GST y pre-inmune, no observandose un efecto en la
migracion del complejo. Como control, el carril 6 se incubd la sonda radiactiva
junto con GST. En el carril 7 se observa la sonda radiactiva libre. Estos datos

muestras que la proteina rEnRCAF1-GST se une al RNA de manera especifica.
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Figura 30. Templado de DNA de 284 pb utilizado para la obtencion de la
sonda de RNA radiactiva. (A) Elementos de secuencia presentes en la sonda
de 284 pb. (B) Gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio donde se
observa el producto de PCR correspondientes al templado de DNA de 284 pb.
(C) Gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio. Carril 1 marcador de

tamafo molecular 2-log; carril, 2 templado de DNA en B purificado.
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Figura 31. Ensayo de retardamiento de la movilidad electroforética del RNA.
Carril 1, sonda radiactiva incubada con la proteina rEhCAF1-GST; carril 2,
sonda incubada con rEnCAF1-GST y un competidor especifico en un exceso
de 50 veces; carril 3, sonda radiactiva incubada con la proteina rEnCAF1-GST
y el competidor inespecifico (RNA transferencia) en un exceso de 50 veces;
carriles 4 y 5 ensayo de superretardamiento donde se incubd la sonda
radiactiva con la rEnNCAF1-GST y 5 ul de los sueros inmune anti-rEhCAF1-GST
y pre-inmune, respectivamente. Como control, el carril 6 se incubd la sonda
radiactiva junto con GST. Carril 7, sonda radiactiva libre. Las flechas sefialan

los complejos RNA-rEnCAF1-GST y la sonda radiactiva libre.
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V. DISCUSION

En el presente trabajo reportamos la identificacion de 2 nuevas poli(A)
ribonucleasas. Mediante analisis in silico identificamos una pequena familia de
genes que codifican para las proteinas EnCAF1, EnCAF1-like y ERCCR4 en el
genoma de E. histolytica. Es importante observar que las proteinas EhCAF1 y
EhCAF1-like comparten un alto porcentaje de homologia e identidad al
compararlas, sin embargo, los genes que codifican para cada una de estas
proteinas se encuentran localizados en distintas regiones del genoma de la
amiba, lo que sugiere que son codificadas por genes unicos. Probablemente
dichos genes hayan surgido por un evento de duplicacién génica y su alto
grado de homologia en sus secuencias aminoacidicas sugiere la existencia de
redundancia génica en este parasito. Los resultados arrojados y analizados con
herramientas bioinformaticas nos arrojé datos para sugerir que las proteinas
EhCAF1 y EhCAF1-like pudieran realizar la funcion de desadenilasas dado que
tienen el dominio de RNAsa D presente en sus homologos en S. cerevisiae 'y H.
sapiens ademas de presentar una conformacion estructura terciaria muy
similar. Al realizar el analisis filogenético de la proteina EnCAF1 y EhCAF1-like
con sus homélogos en diversos organismos, encontramos que evolutivamente
se encuentra mas relacionada a su homologo a CAF1 del parasito G. lamblia y
que las derivan de un ancestro comun y que divergieron de manera mas
temprana en comparacién con sus homologos de mamiferos y plantas.

Como antecedentes teniamos que los genes de las proteinas POP2 y
CCR4 de S. cerevisiae participan en respuesta del dafio en DNA. Asi que
analizar la expresion del RNAm de los genes que codifican para las poli (A)

ribonucleasas de E. histolytica en respuesta al dafio en DNA encontramos que



93

los RNAm de los genes Ehcafl-like y Ehccr4 se expresan de manera
diferencial después de irradiar las células con luz UV-C y notablemente el
RNAmM del gen Ehcaff no varié su expresion. Los resultados obtenidos
sugieren que los genes Ehcaf1-like y Ehccr4 podrian estar participando en
respuesta al dafio en DNA en E. histolytica, sin embargo se desconoce el
mecanismo molecular.

El gen Ehcaf1 se clond en el vector de expresion pGEX-6P-1 lo que nos
permitié obtener la proteina recombinante rEhCAF1 fusionada a la proteina
GST. Mediante el uso de sarcosil al 1.5 % solubilizamos la proteina a partir de
cuerpos de inclusién lo que permitié su subsecuente purificacion con el empleo
de una matriz de sefarosa-glutation.

Los ensayos de EMSA claramente muestran que la proteina rEnCAF1-
GST es capaz de unirse al RNA. En estos experimentos observamos la
formacién de un solo complejo de RNA-rEhCAF1 especifico. Sin embargo
hasta este momento no es posible definir si la proteina presenta un sitio
consenso de unié al RNA o si se une de manera pasiva.

En conclusién, con los resultados obtenidos en este trabajo podemos
sugerir que la proteina EhCAF1 tiene la funcidon de desadenilasa debido a que
cuenta con las caracteristicas estructurales de las poli (A) ribonucleasa POP2 y
CAF1 de S. cerevisiae y H. sapiens, respectivamente. Sin embargo, falta
realizar un ensayo de desadenilacidén que permita definir su actividad catalitica,

asi como su especificidad por diferentes sustratos en un sistema in vitro.
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VIl. CONCLUSIONES

1.- E. histolytica posee tres posibles poli(A) ribonucleasas que presentan alta
homologia con sus homdlogos en Saccharomyces cerevisiae y Homo sapiens.
2.- La presencia de dos genes paralogos EhCAF1 apoya la idea de la
presencia de redundancia génica en E. histolytica.

3.- Los genes EhCafi1-like, EhCcr4 se expresan de manera diferencial en
respuesta al dafio del DNA, sugiriendo su participacion en este evento celular.
4.- La proteina recombinante rEhCAF1-GST presenta la actividad de unién a

RNA in vitro.
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RESUMEN

La amibiasis es la infeccion causada por el protozoario entérico
Entamoeba histolytica. En México, la amibiasis es una enfermedad endémica
considerada como un problema de salud publica. Se estima que de la
poblacién mexicana total, el 20% son portadores, el 2% se encuentran
enfermos. En el presente trabajo reportamos la identificacion de 2 nuevas
poli(A) ribonucleasas. Mediante andlisis in silico identificamos una familia de
genes que codifican para las proteinas EnCAF1, EnCAF1-like y ERCCR4 en el
genoma de E. histolytica. Los resultados nos permiten sugerir que las proteinas
EhCAF1 y EhCAF1-like pudieran realizar la funcion de desadenilasas dado que
tienen el dominio de RNAsa D presente en sus homélogos en S. cerevisiae y H.
sapiens ademas de presentar una conformacion estructura terciaria muy
similar. Los genes Ehcaf1-like y Ehccr4 se expresaron de manera diferencial
después de irradiar las células con luz UV-C mientras que el RNAm del gen
Ehcaf1 no varid su expresién. Los resultados sugieren que los genes Ehcaf1-
like y Ehccr4 podrian estar participando en respuesta al dafio en DNA en E.
histolytica, sin embargo se desconoce el mecanismo molecular. Los ensayos
de EMSA muestran que la proteina rENCAF1-GST es capaz de unirse al RNA.
En estos experimentos observamos la formacion de un solo complejo de RNA-
rEhCAF1 especifico. Sin embargo no es posible definir si la proteina presenta

un sitio consenso de uni6 al RNA o si se une de manera pasiva.



