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RESUMEN

Entamoeba histolytica es unprotozoario con una tasa alta de fagocitosis, uno de
sus principales mecanismos de virulencia. En la fagocitosis participa el trafico
vesicular que involucra la formacién de cuerpos multivesiculares (MVBS) y
vesiculas intraluminales (ILVS). A su vez, la generacion de estas estructuras se
lleva a cabo por complejos multiproteicos conocidos como maquinaria ESCRT (del
inglés Endosomal Sorting Complexes Required for Transport). Por lo tanto, la
maquinaria ESCRT patrticipa en el evento de fagocitosis. La maquinaria ESCRT
esta formada por los complejos ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-Il, ESCRT-III
(formados a su vez por las proteinas Vps, del inglés Vacuolar Protein Sorting) y
proteinas accesorias. En E. histolytica se han estudiado algunas Vps's de los
complejos ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-IIl y las proteinas accesoriasEhADH112 y
EhVps4 ATPasa. Sin embargo, no se ha estudiado el complejo ESCRT-II formado
por las proteinas: Vps22, Vps25 y Vps36, descritas en otros eucariontes. En el
complejo ESCRT-II de Homo sapiens y Saccharomyces cerevisiae, EhVps25 y
EhVps36 interactian con otras proteinas de los complejos ESCRT, con lipidos de
membrana, ubiquitina, proteinas cargo, y proteinas de los complejos ESCRT-I y
ESCRT-III. Por lo que la funcién principal de estas proteinas es ser el vinculo entre
el ESCRT-l y el ESCRT-Ill, ademas de iniciar la activacion de este Ultimo
complejo. Para estudiar el papel de EhVps25 y EhVps36 en la fagocitosis, en este
trabajo se analiz6 la expresion y localizacibn de ambas proteinas tanto en
condiciones basales como durante la eritrofagocitosis. Mediante andlisis in silico

se compararon las estructuras secundarias y terciarias de EhVps22, EhVps25 y

9



EhVps36 con las de sus ortélogos en humano y en levadura. Los resultados
mostraron que las proteinas de amiba cuentan con una estructura secundaria y
terciaria similar a las proteinas de humano y de levadura. Se produjeron
anticuerpos policlonales especificos contra EhVps25 y EhVps36 para estudiar su
localizacion por microscopia confocal. Las imagenes obtenidas mostraron que las
dos proteinas cambian su localizaciébn durante la fagocitosis ya que, en
condiciones basales se encuentran en el citoplasma y ante el estimulo de la
fagocitosis se relocalizan hacia membrana, bocas fagociticas y fagosomas,
ademas, ambas proteinas se localizaron en el nacleo. Los ensayos de RT-qPCR
mostraron que la tasa de transcripcién de los genes ehvps25 y ehvps36 cambia
ligeramente a lo largo de este evento. En resumen, estos cambios evidencian que
las proteinas EhVps25 y EhVps36 en amiba podrian participar en la fagocitosis.
Sin embargo, es necesario realizar mas experimentos para elucidar con mayor

exactitud cual es su funcion.
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ABSTRACT

Entamoeba histolytica is a protozoan with a high rate of phagocytosis, one of the
main virulence mechanisms of this parasite. Phagocytosis is the ingestion of
particles larger than 250um, including cells. In phagocytosis participates the
mechanism and molecules related with the machinery ESCRT (Endosomal Sorting
Complexes Required for Transport) and the formation of multivesicular bodies
(MVBs). The ESCRT machinery is formed by the ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II,
ESCRT-IlIl complexes, which are composed by Vps (Vacuolar Protein Sorting)
proteins and accessory proteins. In E. histolytica has been studied some proteins
of ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-llIl complexes and accessory proteins such as
EhADH and EhVps4 ATPase. However, it has not been studied the proteins of the
ESCRT-Il complex: Vps22, Vps25 and Vps36. Homo sapiens and Saccharomyces
cerevisiae Vps25 and Vps36 proteins interact with other proteins of the ESCRT
complexes, membrane lipids, ubiquitin, and cargo proteins. In this work, we
analyzed the expression and localization of Vps25 and Vps36 proteins in E.
histolytica during erythrophagocytosis. By In silico analysis, we compared the
secondary and tertiary structures of EhVps25 and EhVps36 against their human
orthologous. The results evidenced that ameba proteins maintain nearly the
secondary and tertiary structure of the human orthologues. Using specific
antibodies against EhVps25 and EhVps36, both produced in this project, we
observed that these proteins changed their localization from cytoplasm to nucleus,
phagosomes, and plasma membrane after the erythrophagocytosis stimulus. The
protein levels were sligthly modified during this event. The RT-gPCR assays show
that the transcription rate of ehvps25 and ehvps36 genes changed sligthly along
the erythrophagocytosis. In summary, the presence of EhVps25 and EhVps36
proteins in ameba could be related to phagocytosis. Further experiments will be
performed to elucidate with higher precision the mechanisms involved in the

participation of ESCRT-II complex in the phagocytosis of E. histolytica.
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1 INTRODUCCION

La disenteria amibiana es causada por el protozoario Entamoeba histolytica, el
cual infecta aproximadamente 50 millones de individuos y provoca entre 40,000 y
100,000 muertes al afio(WHO, 1985). A pesar de que se conocen datos
estadisticos del numero de personas infectadas con E. histolytica, hay un sesgo
en esta informacion debido a que los métodos de diagnostico son poco sensibles
para identificar al parasito y este suele confundirse con ciertas especies no
patogénicas como E. dispar y E. moshkovski i(Ali et al., 2003; Diamond and Clark,
1993). Ademas, entre el 80-90% de los individuos que se encuentran infectados
son asintomaticos, lo que representa un foco de infeccidén y un gran problema para
la salud publicaa nivel mundial,(Ali et al., 2008; Gathiram and Jackson, 1987;
WHO, 1985; Ximenez et al., 2009).

En México, la amibiasis ocupa el quinto lugar entre las causas de efermedades
infecciosas (Haque et al., 2003b; Stanley, 2003; Ximenez et al., 2009). A pesar de
gue la tasa de mortalidad ha disminuido en los ultimos afios, gracias al empleo de
farmacos como el metronidazol, existen estudios serolégicos que reportan que un
8.4 % de la poblacién mexicana tiene anticuerpos contra E. histolytica, indicando
una alta exposicién al parasito (Caballero-Salcedo et al., 1994). En 2007 Ximénez
y col. reportaron que entre 1995 y 2006, la tasa de morbilidad de amibiasis
intestinal fue de 1,000 a 5,000 casos por cada 100,000 habitantes. Esto, junto con
los datos de pacientes asintomaticos hacen que el panorama sea preocupante
(Ximenez et al., 2009). Es por ello que realizar investigaciones y andlisis sobre los
signos,los sintomas, los mecanismos de patogénesis y la busqueda de moléculas
blanco en el parasito es importante para mejorar el diagnéstico y el tratamiento

contra esta enfermedad (Christy and Petri, 2011; Mora Galindo et al., 1978).
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Como se dijo anteriormente, la infeccién por E. histolytica puede ser asintoméatica
o invadir la mucosa intestinal y causar diarrea, colitis amibiana o disenteria y
también puede producir infeccion extraintestinal. En el primer caso, no hay
molestias para el paciente, pero es importante que sea diagnosticada por que
contamina el ambiente y puede infectar a otros individuos. En la infeccion intestinal
amibiana se presenta dolor abdominal, pérdida de peso, diarrea acuosa y
sanguinolenta (sangre macroscopica en heces) y fiebre en la mayoria de los casos
(Adams and MaclLeod, 1977; Aristizabal et al., 1991). Los trofozoitos pueden,
ademas del intestino, invadir el higado y producir absceso hepatico amibiano que
ocurre cuando las amibas llegan al higado por via portal (Adams and MacLeod,
1977; Haque et al., 1998; Katzenstein et al., 1982) y ésta es una de las
complicaciones extraintestinales méas frecuentes.También se han reportado casos
de absceso en pulmon, cerebro y piel, debido a difusibn hematoégena del parasito
(Haque et al., 2003b).

1.1 Biologia de Entamoeba histolytica

1.1.1 Ciclo de vida

E. histolytica es un protozoario que presenta dos formas en su ciclo vital: quiste y
trofozoito. Los quistes, la forma infectiva de este parasito, son estructuras
redondas de 10-16 um que tienen de 1 a 4 nucleos, poseen una pared gruesa rica
en quitina, N-acetil glucosamina ligada aB-1-4 (GIcNAc), asi como lectinas de
unioén a quitina como la lectina Jacob2. Los quistes pueden permancer en el medio
ambiente externo durante dias, debido a la proteccion que les brinda la
composicién de su pared (Figura 2) (Samuelson and Robbins, 2011, Frisardi et al.,
2000; Spadafora et al., 2016; Van Dellen et al., 2006).

El trofozoito, la fase movil e invasiva, tiene un diametro de 20-40 um (Figura 2B),
posee movimiento gracias a su ectoplasma que le permite formar pseuddpodos.

Su citoesqueleto participa activamente en el movimiento. Su nucleo presenta un
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cariosoma compacto central y cromatina en granulos uniformes en tamafio y
localizacion(Haque et al., 2003b; Petri, 2002; Tanyuksel and Petri, 2003).

La infeccion por E. histolytica (Figura 1) ocurre por la ingestion de quistes maduros
que se encuentran en alimentos y en agua contaminados con quistes del parasito.
Al ser ingeridos es probable que no sobrevivan ya que la cubierta externa del quiste
es reblandecida por los jugos gastricos y pancreaticos, sin embargo, cuando
algunos de ellos llegan al intestino delgado sufren un proceso de desenquistamiento
y surgen ocho trofozoitos que pueden volver a enquistarse o migrar hacia el
intestino grueso, donde se multiplican por fision binaria. En muchos casos,los
trofozoitos se mantienen confinados al lumen intestinal (infeccion no invasiva) de
portadores asintomaticos, los cuales liberan los quistes en sus heces.Los
trofozoitos invaden la mucosa intestinal (enfermedad amibiana intestinal) y a través
de la corriente sanguinea llegan a sitios extraintestinales como el higado, el cerebro
y el pulmén (enfermedad amibiana extraintestinal), donde producen dafios

severos(consultado en:(http://www.cdc.gov/parasites/amebiasis/pathogen.html)
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Figura 1.- Ciclo de vida de E. histolytica. Existen dos fases de este parasito, la
fase movil e invasiva: el trofozoito, y la fase estacionaria o infectiva: el quiste. Este
tipo de parasito es capaz de infectar al ser humano via fecal-oral, a través de
alimentos y/o bebidas contaminadas con quistes, asi como la exposicion directa
con las heces contaminadas durante el contacto sexual (CDC, 2015a; CDC,
2015b)(http://www.cdc.gov/parasites/amebiasis/pathogen.html).
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Figura 2.- Estadios biologicos de E. histolytica. A) Quiste de E. histolytica. B)
Trofozoito de E. histolytica. Flechas negras: ndcleos (Haque et al., 2003a).
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1.2 Patogenicidad de E. histolytica

La patogénesis de E. histolytica se evidencia en el dafio a tejidos, afectando
principalmente al epitelio intestinal grueso y en menor grado al higado, al pulmén, al
cerebro y la piel (Olivos-Garcia y col., 2011). Las lesiones se caracterizan por una
zona central de necrosis, con parasitos conservados en la periféria y rodeados por un
infiltrado inflamatorio de tipo linfocitario y mononuclear, principalmente (Faust y col.,
2011).Los mecanismos moleculares involucrados en el dafio a estos tejidos son la
adhesidn al epitelio colénico, la citotoxicidad hacia células hospederasy la fagocitosis
de éstas (Christy and Petri, 2011; Garcia-Rivera et al., 1982; Martinez-Palomo et al.,

1985; Ravdin, 1986). A continuacion, se describen cada uno de estos eventos:

1.2.1 Adhesién

La adherencia al epitelio intestinal es un prerequisito para la infeccién del trofozoito
en el medio ambiente del colon, principalmente en sitios que involucran el desarrollo
de Ulceras amibianas (Anaya-Velazquez et al., 1985). La importancia de este
mecanismo fue demostrada in vitro a partir de la seleccién de clonas deficientes en
adhesion partiendo de una cepa virulenta y se demostré que estas clonas tenian un
bajo efecto citopatico sobre las monocapas de células epiteliales, la fagocitosis de
eritrocitos y la virulencia in vivo (Rodriguez y Orozco, 1986). Por otro lado, se ha
demostrado que al inhibir la adherencia del parasito a su célula blanco también
inhibe la patogénesis sobre ésta, lo que sugiere que existen interacciones
especificas que median el contacto con la célula del hospedero, y que la adhesién es
necesaria para que la fagocitosis y la citélisis se lleven a cabo (Arroyo & Orozco,
1987; Cano-Mancera & Lopez-Revilla, 1987; Hughes et al., 2003). Existen diferentes
moléculas que han sido estudiadas por su participacion en este mecanismo, entre
ellas se cuentran las lectinas, las cuales participan en la adhesion del trofozoito a la
mucosa intestinal, epitelio y a las células inflamatorias del huésped. Una de las
lectinas mas estudiadas es la Gal/GalNac un receptor trasmembranal formado por

tres subunidades: una subunidad pesada de 170 kDa (Hg), una subunidad ligera de
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35 kDa (Lgl) y una subunidad intermedia de 150 kDa (lgl) que se une a residuos de
galactosa/N-acetil-galatosamina de la capa de mucina (Allen et al., 1998; Petri et al.,
2002; Ravdin y Guerrant, 1981; Ravdin et al., 1985). Ademas hay evidencia de que
esta lectina sirve como un receptor durante la ingestion de eritrocitos (Katz et al.,
2002; Petri et al., 1987). También, se ha estudiado una segunda lectina de 220 kDa
gue es inhibida por oligdmeros de N-acetil-glucosamina y se localiza en la superficie
de los trofozoitos (Rosales-Encina et al., 1987;Meza et al., 1987).

El complejo EhCPADH112 (Arroyo y Orozco, 1987; Garcia-Rivera y col., 1999),
formado por una cisteina proteasa de 49 kDa y una adhesina de 112 kDa
(EhADH112), se encuentra en la superficie de los trofozoitos vy, al ser bloqueado por
anticuerpos monoclonales disminuye la adhesion, la fagocitosis y los efectos
citopéticos y citotoxico (Arroyo y Orozco, 1987; Garcia-Rivera et al., 1999; Rodriguez
y Orozco, 1986). La EhADH112 se localiza en vacuolas y en membrana plasmatica
de trofozoitos, y durante la eritrofagocitosis esta proteina se localiza en sitios de

contacto focal con entre el trofozoito y el eritrocito (Garcia-Rivera et al., 1997).

1.2.2 Citotoxicidad

La infeccion por E. histolytica tiene resultados variables, pero cuando ocurre la
enfermedad invasiva, la actividad citotoxica del parasito es probablemente el
mecanismo mas implicado en el extenso dafio al tejido. El parasito es capaz de
provocar la muerte celular de una manera dependiente o independiente del contacto
directo con la célula blanco. Su efecto citopatico ha sido comprobado al poner
contacto trofozoitos con monocapas de células MDCK (del inglés Madin-Darby
Canine Kidney) (Martinez-Palomo et al., 1985)y CHO (del inglés Chinesse Hamster
Ovary) (Ravdin et al., 1980). Ademas, E. histolytica puede matar e ingerir células del
hospedero de una manera dependiente del contacto en minutos. Existen diferentes
efectos citotoxicos sobre la célula del huésped como la produccién de especies
reactivas de oxigeno, la pérdida de integridad de membrana, la fragmentacion de
ADN, el incremento de calcio, la exposicion de fosfatidilserina y la activacion de

caspasa-3 (Ralston y Petri, 2011).
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Dentro de este mecanismo de virulencia participan moléculas citotéxicas como los
amebaporosA, B y C (Leippe et al., 1994), las cuales son proteinas formadoras de
poros, que tienen una secuencia similar a las proteinas permeabilizadoras de
membrana NK-lisina y granulisina en mamiferos. Los amebaoros de E. histolytica
presentan actividad sobre la membra plasmatica de linfocitos y macréfagos (Young et
al., 1982), ademas, hay evidencia de que la inhibicon de la expresion del amebaporo A
disminuye la virulencia del parasito (Bracha y col.,, 1999). La actividad de estas
proteinas se ve aumentada en parasitos mas patogénicos (Lynch et al., 1982) y
contribuye a la formacion del abceso hepéatico amebiano (Andra et al., 2003; Zhang et
al., 2004).

Otro mecanismo de citotoxicidad se basa en la secrecion de cisteina proteasas (CPs:
EhCP-Al, EhCP-A2, EhCP-A5, EnCP-A7 y EhCP112) que sirven no sélo para romper
la matriz del epitelio intestinal y lisar las células blanco(Garcia-Rivera et al., 1999;
Irmer et al., 2009; Lushbaugh et al., 1985), sino también como inmunomoduladores del
pardsito, ya que pueden degradar IgA, quimiocinas y miembros del complemento
(Garcia-Nieto et al., 2008; Hou et al., 2010; Pertuz Belloso et al., 2004; Reed et al.,
1995; Reed et al., 1989).Los niveles de secrecion de estas cisteina proteasas estan
relacionados directamente con la virulencia del parasito (Reed et al., 1989). La
EhCP112, parte del complejo EnCPADH112 descrito previamente, posee un dominio
RGD de posible interaccién con integrinas celulares, cuenta con una secuencia
transmembranal para anclarse a la membrana, puede unirse a eritrocitos y degradar
hemoglobina y componentes de la matriz extracelular(Garcia-Rivera et al., 1999;
Ocadiz et al., 2005).

Los trofozoitos de E. histolytica inducen cambios en el flujo de calcio en la célula
blanco, de modo dependiente de Gal/GalNac (Ravdin et al., 1988; Ravdin et al., 1985),
lo cual modifica la via de sefalizacion de MAPK induciendo la apoptosis (Ragland et
al., 1994; Rawal et al., 2005) dependiente de caspasa 3 (Huston et al., 2000; Seydel
and Stanley, 1998; Yan and Stanley, 2001) y degrandando moléculas del citoesquelto

como paxilina y cinasas de adhesion focal por modulacion de calpaina, asi como
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reguladores de la muerte celular, tales como NOX1 (Jang et al., 2011; Kim et al., 2011;
Kim et al., 2007, 2010; Sim et al., 2005).

1.2.3 Fagocitosis

La fagocitosis se define como la propiedad de los trofozoitos de ingerir
microorganismos en el intestino grueso, y células del hospedero entre las que se
incluyen células inmunes (linfocitos y eritrocitos) y no inmunes (bacterias), lo cual
ocurre durante la invasién al tejido (Mrion y col., 2005). Por medio de la fagocitosis la
amiba adquiere nutrientes, evade al sistema inmune y causa patogenicidad (Christy
and Petri, 2011). Se ha demostrado que amibas deficientes en fagocitosis reducen la
adhesién a eritrocitos, el efecto citopatico y el efecto citotoxico (Rodriguez & Orozco,
1986) y la generacion de absceso hepatico amibiano en el modelo de hamster (Orozco
et al., 1983), ademas, este proceso esta ligadoa la exocitosis de cisteina proteasas
(Hirata et al., 2007). Huston y col. 2003), demostraron que los trofozoitos ingieren
preferencialmente células apoptéticas, reconociendo ligandos Unicos sobre la
superficie de éstas (Huston et al., 2003).

Andlisis del genoma de E. histolytica ha revelado la presencia de genes rab (Saito-
Nakano et al., 2001; Temesvari et al., 1999), los cuales son regulados positivamente
durante la fagocitosis (Debnath et al., 2007). Moléculas comoEhRab5, una GTPasa
homologa a Rab5 de mamiferos, es necesaria durante la ingestion de eritrocitos y
junto con EhRab7A se encuentran en vacuolas prefagosomales durante la maduracién
fagosomal (Fuchs et al., 2007; Saito-Nakano et al., 2004). Otra proteina involurada es
EhRabB, la cual se transloca hacia la membrana plasmatica y a bocas fagociticas,
ademas de disminuir sus niveles a los 10 min de la fagocitosis, lo que sugiere su
particiacion en la regulacion de este evento (Rodriguez y Orozco, 2000; Saito-Nakano
et al., 2004; Welter et al., 2002).

La miosina IB, un componente del citoesqueleto, paticipa en la fagocitosis de
eritrocitos siendo reclutada a los sitios de formacion de copas fagociticas y en la
periféria del fagosoma (Voigt y col.,1999). Ademds, en este evento, participan

proteinas como las GTPasas Rho y RacG y cinasas como EhPAK, que regulan la
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remodelacion del citoesqueleto y controlan la motilidad y fagocitosis de la amiba
(Godbold y Mann, 1998; Guillen et al., 1998; Labruyere et al., 2003)

1.3 Trafico vesicular en E. histolytica

A pesar de que en los trofozoitos de E. histolytica no se han observado organelos
cladsicos de peroxisomas, reticulo endopldsmico rugoso y aparato de Golgi, ensayos
ultraestructurales han revelado la presencia de estructuras similares al reticulo
endoplasmico liso y el aparato de Golgi (Chavez-Mungia et al., 2000). Ademas,
mediante el uso de anticuerpos dirigidos a marcadores de reticulo endoplasmico
rugoso y aparato de Golgi, se identificaron estructuras con similitud a estos organelos
en E. histolytica (Ghosh et al., 1999).

El trafico vesicular se encuentra implicado en muchos aspectos de la virulencia de E.
histolytica. EI movimiento caracteristico de los trofozoitos depende del movimiento
interno de vesiculas hacia la membrana plasmatica, un proceso que participa en la
formacién de los pseuddpodos, proporcionando una fuente de membrana de superficie
celular, o bien, una fuente de moléculas que participan en la adhesion celular,
necesarias para la uniéon a las células blanco (Bretscher y Aguado-Velasco, 1998;
Welter y Temesvari, 2004). Por otro lado, la secreciébn de cisteina proteasas en
lisosomas se relaciona con el evento de trafico vesicular (Okada y col., 2006). Este
proceso tiene un papel importante en la fagocitosis (Orozo y col., 1985) y también en
la secresion de moléculas hacia los lisosomas y fagosomas para desintegrar
sustancias endocitadas por el parésito, lo que finalmente repercute en la virulencia de
la amiba (Okada y col., 2006).

1.4 Cuerpos multivesiculares y la maquinaria ESCRT

La primera funcion de los endosomas es separar a las proteinas que seran recicladas
a otros lugares en la célula de aquellas que seran degradadas en lisosomas. También
regulan la composicion de la superficie celular y juegan un papel importante en una
gran variedad de funciones bioldgicas. La maduracion de los endosomas tempranos a

endosomas tardios implica el recambio tanto de lipidos como de proteinas a través de
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elementos tubulo-vesiculares que clasifican a estos componentes de vuelta a la red
trans-Golgi y a la membrana plasmatica. Las proteinas de membrana y las proteinas
cargo que no han sido recicladas, asi como materiales luminales solubles son
transportados a los endosomas tardios y a los lisosomas (Gruenberg y Maxfield, 1995)
para su degradacion, por lo que son incorporadas dentro de vesiculas intraluminales
(ILVs) contenidas encuerpos multivesiculares (MVBs) mediante la modificacion post-
traduccional por ubiquitina. Posteriormente, la fusion de los MVBs con lisosomas inicia
la degradacion de las ILVs y de su contenido, por medio de las hidrolasas lisosomales
que poseen (Bishop et al., 2002; Lemmon and Traub, 2000).

Los MVBs fueron observados por primera vez a través de microscopia electronica
como estructuras delimitadas por membrana y con ILVs en su interior, las cuales son
generadas por invaginacion de brotes de membrana hacia el interior de la vesicula
(Palade y col., 1955; Sotelo y Porter, 1959; Williams y Urbe, 2007). El seguimiento de
las proteinas internalizadas definié a los MVBs como parte de la via endocitica y a las
ILVs como una ruta de degradacion de proteinas tales como el factor de crecimiento
epidermal (EGFR) (Felder y col., 1990; Gorden y col., 1978; Haigler y col., 1979; Van
Deurs y col., 1993). En la actualidad se sabe que los MVBs tienen diferentes funciones
dentro de la via endocitica y, como tales, pueden tener composiciones y morfologias
diferentes. Estas estrcturas contienen marcadores como Rabs y LAMPSs que los
distinguen de otros organelos con membranas internas tales como cuerpos
autofagicos o lisosomas multilamelares.

El proceso por el cual son generados estas estructuras es regulado por un complejo
de proteinas llamado Complejo de Clasificacion Endosomal Requerido para el
Transporte o Maquinaria ESCRT (del inglés Endosomal Sorting Complex Required for
Transport). La maquinaria ESCRT participa en la degradacibn de proteinas
plasmaticas innecesarias o0 peligrosas, en la biogénesis de lisosomas o vacuolas en
levadura, en la liberacién de la mayoria de los virus envueltos como el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (HIV) (Raiborg y Stenmark, 2010), en la abscision de la
membrana durante la citocinesis, la macroautofagia, entre otros (Hurley, 2010).
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1.5 Composicién de la maquinaria ESCRT

Esta maquinaria esta formada por los subcomplejos ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II,
ESCRT-IIl y proteinas accesorias, llamados asi por el orden de ensamblaje durante la
formacién de losMVBs (Figura 3) (Williams y Urbé, 2007; Camilla Raiborg & Harald
Stenmark, 2009). Fue identificada inicialmente en levadura, por medio de
experimentos en los que la mutacion de los genes vps inhibia el transporte de
hidrolasas vacuolares, produciendo una morfologia endosomal aberrante (Coonrod et
al., 2010). Estudios a nivel de biologia celular demostraron que estos complejos de
proteinas se unen a moléculas cargo en endosomas, uno de los Ultimos pasos para
generar las vesiculas intraluminales (IVLs), y los convierten en MVBs (Babst, 2011;
Henne et al., 2011; Henne et al., 2013; Hurley, 2010).
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Figura 3.- Interacciones moleculares y composicon general de la maquinaria ESCRT.
La imagen representa el ensamble de moléculas de cada complejo ESCRT (en
diferentes colores) y los nombres de las proteinas. La informacion que se aprecia en la
figura intenta englobar los resultados y estudios obtenidos de mamiferos y de levadura

con respecto a esta maquinaria (tomado de (Raiborg and Stenmark, 2009).
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151 Complejo ESCRT-0

Heterodimero formado por las subunidades Vps27 y Hsel en una proporcion 1:1. Los
nombres adjudicados a las proteinas fueron denominadas primero en levadura (Figura
4). Ambos componentes del complejo ESCRT-0 tienen dominios de union a ubiquitina
conocidos como UIM (del inglés Ubiquitin Interaction Motifs) (Bilodeau et al., 2002). El
complejo ESCRT-0 puede unirse a cadenas de poliubiquitina con alta avidez (Ren and
Hurley, 2010) y es quien agrupa a las proteinas cargo ubiquitinadas hacia los sitios de
formacién de los MVBs, ademas, recluta clatrina, ligasas de ubiquitina y enzimas
desubiquitinantes (Wollert and Hurley, 2010). A través de la proteina Vps27 este
complejo puede interactuar con Vps23 del complejo ESCRT-I (Raiborg et al., 2001).

15.2 Complejo ESCRT-I

Este complejo ESCRT-I es un heterotetramero formado por las proteinas Vps23,
Vps28, Vps37 (Katzmann et al., 2001) y Mvb12 (Audhya et al., 2007; Chu et al., 2006;
Curtiss et al., 2006; Kostelansky et al., 2007; Morita et al., 2007; Oestreich et al., 2006)
(Figura 4). Se co-ensambla con el ESCRT-II sobre las membranas (Kostelansky et
al.,2007) iniciando la formacion de la membrana limitante del MVB dentro de su lumen
Wollert and Hurley, 2010). Vps23 contiene un dominio llamado UEV (del inglés
Ubiquitin E2 Variant) que le permite interactuar con proteinas cargo ubiquitinadas
(Katzmann et al., 2001; Sundquist et al., 2004; Teo et al., 2004) y con el complejo
ESCRT-0 (Bilodeau et al., 2003; Katzmann et al., 2003; Lu et al., 2003; Pornillos et al.,
2003). Ademas, la proteina Vps28 contiene un dominio CDT (del inglés C-terminal four
hélix bundle domain) con el que interactia con la proteina Vps36 del comlejo ESCRT-
Il (Gill et al., 2007; Kostelansky et al., 2006).
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1.5.3 Complejo ESCRT-II

Esta formado por las proteinas Vps22, Vps25 y Vps36, en una proporcion 1:2:1,
respectivamente (Hierro et al., 2004; Im and Hurley, 2008; Teo et al., 2004) (Figura 4).
A pesar de que carecen de homologia en secuencia entre ellas, cada una contiene
dos dominios WH (del inglés Winged Helix). Estos dominios han sido involucrados en
la union a ADN, sin embargo, no hay evidencia directa de que el ESCRT-II pueda
interactuar con este acido nucléico (Teo et al., 2006). Vps22 contiene en la regién N-
terminal un motivo CC (del inglés Coiled coil) que interactia con Vps36, y sus
dominios WH le permiten la interaccion con Vps25 (Winter and Hauser 2006; Hierro y
col. 2014). Vps25 contiene dos motivos PPXY, ricos en prolina que contactan a Vps22
y Vps36, y los dominios WH le permiten asociarse con Vps20 del complejo ESCRT-III.
Vps36 puede interactuar con Vps25 a través de sus dominios WH,en el N-terminal
contiene un dominio llamado GLUE (del inglés GRAM-Like Ubiquitin-binding in EAP45)
con el cual puede interactuar con Vps22, con proteinas cargo ubiquitinadas, con
fosfatidilinositol-3-fosfato(Slagsvold et al., 2005), y con Vps28 del complejo ESCRT-I
(Hurley y Scott, 2006; Im y Hurley, 2008). En el caso de S. cerevisiae, el dominio
GLUE esta formado por dos motivos de dedos de zinc: NZF1 y NZF2 (del inglés Npl4-
type zinc finger), el primero se une a ESCRT-l y el segundo interacciona con la
ubiquitina (Teo et al., 2006).

El complejo ESCRT-II trabaja en conjunto con el complejo ESCRT-I en la biogénesis
de los MVBs (Babst et al., 2002). Hay evidencia de que la sobreexpresion del ESCRT-
Il puede rescatar las deleciones en los genes del ESCRT-I en levadura, pero no
viceversa (Babst et al., 2002). Al igual que los complejos ESCRT-0 y ESCRT-I, el
complejo ESCRT-II puede unirse a proteinas cargo ubiquitinadas, a través una de sus
subunidades, en este caso a través la proteina Vps36 (Alam et al., 2004). Este
complejo funciona como un puente entre los complejos rio arriba ESCRT-0 y ESCRT-I
y el complejo ESCRT-III, involucrado en la escision de la membrana. Ademas, hay
evidencia de que puede conectar a los MVBs hacia microtubulos mediante las
proteinas RILP, Rab7 y dineina (Progida et al., 2007; Wang and Hong, 2006).
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154 Complejo ESCRT-III

El ESCRT-III consiste en cuatro subunidades: Vps2, Vps20, Vps24 y Vps32 (Babst et
al., 2002) (Figura 4). Los monomeros de ESCRT-IIl no se localizan en el endosoma,
sino que existen en un estado autoinhibido en el citoplasma. El complejo ESCRT-III
inicia su ensamble cuando la proteina Vps25 de ESCRT-Il se une a Vps20. Vps20
recluta a Vps32, que al polimerizarse atrae a Vps24. Vps32 también acerca a la
proteina Brol/Alix (del inglés BCK1-like resistance to osmotic shock protein-
1/apoptosis-linked gene-2 interacting protein X) que estabiliza los filamentos de Vps32
y recluta a la enzima deubiquitinasa Doa4(Luhtala & Odorizzi, 2004), luego, Vps2 es
atraida al endosoma gracias a Vps24 (Teis et al., 2008). Finalmente, la proteina
accesoria Vps4, una ATPasa, lleva a cabo el desensamble de la maquinaria. Esta se
une a subunidades de ESCRT-III a través de su dominio MIT (del inglés microtubule-
interacting and traficking) localizado en el N-terminal (Babst et al., 1997; Babst et al.,
1998).
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Figura 4.- Sistema ESCRT en diferentes organismos. A) se muestra la maquinaria
ESCRT en Saccharomyces cerevisiae, las proteinas del ESCRT-II tienen dominios
diferentes a las de humano, principalmente en la proteina Vps36 (azul marino). B)
Representacion de la maquinaria ESCRT en Homo sapiens (Hurley, 2010).
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1.5.5 La maquinaria ESCRT en E. histolytica

En E. histolytica, la fagocitosis y trafico vesicular juegan un papel muy importante
en la ingestién y degradacion de las células del hospedero. Algunas de las Vps's
asi como las proteinas accesorias que se encuentran involucradas en procesos de
transporte de vesiculas en eucariontes, han sido identificadas en este parasito. De
acuerdo al analisis in silico en las bases de datos del genoma de la amiba se
identificaron 20 genes correspondientes a proteinas ESCRT con similitud a las de
levadura y humano y se probd que la mayoria de ellos se transcriben en
trofozoitos en condiciones basales y a los 5 min de la eritrofagocitosis (Figura 5)

(Lopez-Reyes et al., 2010).
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Figura 5.- Perfil de expresién de genes correspondientes a proteinas que
conforman la maquinaria ESCRT en E. histolytica. A) En la imagen se
muestran los productos de RT-PCR semicuantitativa obtenidos de trofozoitos en
condiciones basales y a los 5 minutos después de eritrofagocitosis. B) Analisis
densitométrico de los productos amplificados por RT-PCR. Los asteriscos indican
diferencia estadisticamente significativa entre las condiciones basales y de
eritrofagocitosis para algunos de los genes del complejo ESCRT (Lopez-Reyes et
al., 2010).
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E. histolytica expresa la proteina EhTom1, la cual podria estar asociada al
ESCRT-0 como sucede en Dictyostelium discoideum (Blanc et al., 2009) y también
expresa la proteina EhVps23 del ESCRT-I. La expresion de los genes ehtoml y
ehvps23 del parasito, indicé que existe un aumento diferencial en los niveles de
ARN mensajero para los dos genes a tiempos tempranos de eritrofagocitosis.
Ademas,en condiciones normales estas proteinas se encuentran dispersas en el
citoplasma y pocos minutos después de haber iniciado la eritrofagocitosis se
relocalizan hacia la membrana plasmatica, en los fagosomas que contienen

eritrocitos y alrededor de vesiculas (Figura 6) (Galindo Olea, 2016).
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Figura 6.- EhToml y EhVps23 de E. histolytica durante la eritrofagocitosis. A)
Niveles de expresion de los genes ehtoml y ehvps23 en condiciones basales y
durante eritrofagocitosis, obtenidos mediante RT-gPCR. B) Localizacion subcelular
de EhToml y EhVps23 en trofozoitos de E. histolytica incubados con eritrocitos
durante 0, 2, 5 y 10 minutos; se utilizaron anticuerpos especificos primarios anti-
EhToml y anti-EhVps23 (dil. 1:50) y anticuerpos secundarios (dil. 1:100)
marcados fluorescentemente. Los nudcleos se tifieron con DAPI (dil. 1:200)
(modificada de (Galindo Olea, 2016).
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En 2016 Avalos Padilla caracteriz6 a los miembros del ESCRT-IIl en amiba:
EhVps32, EhVps24, EhVps20 y EhVps2. EhVps32 se encuentra en vesiculas
citoplasmaticas adyacentes a la membrana plasmatica, en algunos fagosomas con
eritrocitos (Figura 7) y, ademas, forma oligdbmeros sobre estos. EhVps32 también
se co-localiz6 con proteinas que participan en la endocitosis como la actina, la
EhADH y la lectina Gal/GalNAc en las bocas fagociticas y en algunos fagosomas
gue contienen eritrocitos, lo que sugiere su participacion directa durante la
fagocitosis (Figura 7) (Avalos-Padilla et al., 2015).

Mediante ensayos con vesiculas gigantes unilamelares (GUVs) se estudio la
funcién de las proteinas del complejo ESCRT-III. Por medio de estos experimentos
se determind que EhVps20 es la primera proteina que se une a las membranas
cargadas negativamente e inicia el reclutamiento del resto de la maquinaria.
Posteriormente EhVps32 forma invaginaciones en la membrana y después de esto
EhVps24 escinde la vesicula naciente durante la formacion de MVBs, originando
las ILVs. Y a pesar de que EhVps2 parece no parece ser necesaria para la
formacion de estas vesiculas se observaron cambios en su localizacion celular
durante la eritrofagocitosis al igual que las demas Vps del complejo ESCRT-III
(Figura 8) (Avalos-Padilla, 2016). Por otra parte, resultados recientes han
mostrado que EhVps2 podria tener un papel regulador del tamafio de las ILVs en
los MVBs (Henne, 2012; Avalos-Padilla, 2016).
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Figura 7.- Deteccion y localizacion de la proteina Vps32 en trofozoitos. A)
Microscopia confocal usando anticuerpos especificos anti-EhVps32r y anti-lectina
Gal/GalNAc de raton seguido del uso de anticuerpos secundarios marcados con
FITC y azul pacifico respectivamente. Flechas: membrana plasmatica. Puntas de
flecha: vesiculas cercanas a la membrana plasmatica. B) Localizacion EhVps32

durante la fagocitosis. Eritrocitos,e (modificado de (Avalos-Padilla et al., 2015).
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Figura 8.-ldentificacion y localizacion de EhVps24, EhVps20 y EhVps2 en
condiciones basales y a tiempos largos de eritrofagocitosis en trofozoitos de
E. histolytica. Trofozoitos incubados con eritrocitos humanos a 37°Cen relacién
1:25 a diferentes tiempos. Las preparaciones se incubaron con los anticuerpos
especificos a-EhVps24, a-EhVps20 y a-EhVps2 seguidos de anticuerpos
secundarios acomplados a FITC (verde) en el caso de EhVps24 y EhVps20 y
TRITC (rojo) para EhVps2. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul), para su
posterior analisis en microscopia confocal. Cabeza de flecha rellenas: fagosomas
marcados el respectivo anticuerpo. Cabeza de flecha vacias: fagosomas sin

marca. (modificado de (Avalos-Padilla, 2016).
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También se demostro la presencia de EhVps4 en E. histolytica, quien conserva la
arquitectura tipica de sus homélogos y posee actividad de ATPasa, importante
para desensamblar la maquinaria ESCRT. En ensayos de eritrofagocitosis usando
una mutante dominante negativa, se demostré que la EhVps4 participa en los
procesos de virulencia in vitro e in vivo ycambia su localizacion desde el
citoplasma en condiciones basales hacia alrededor de fagosomas que contienen

eritrocitos durante la fagocitosis (Figura 9) (Lopez-Reyes et al., 2010).
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Figura 9.- Localizacion de EhVps4 en trofozoitos de E. histolytica. A)
Trofozoitos de la clona A se incubaron con anticuerpos primarios anti-EhVps4 y
anticuerpos secundarios marcados con FITC. Las imagenes se obtuvieron por
microscopia confocal. Las puntas de flecha indican la sefial de EhVps4 en
pequefios puntos dentro del citoplasma. B) Localizaciéon celular de EhVps4
durante la eritrofagocitosis. Las puntas de flecha negras muestran que EhVps4
rodea a los eritrocitos fagocitados (modificada de (Lopez-Reyes et al., 2010).
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Andlisis in silico demostraron que la proteina ERADH112 contiene en la region N-
terminal un dominio Brol de alta homologia con el dominio Brol de las proteinas
de la familia ALIX de mamifero. Alix participa en el direccionamiento de proteinas
endosomales. La sobreexpresion en trofozoitos, del dominio Brol de EhADH112
disminuyé la tasa de fagocitosis del parésito y llevé a la acumulacion de esta
proteina en compartimentos aberrantes, sugiriendo que el dominio Brol recluta
proteinas que participan en la fagocitosis. ERADH112 se localizé en membrana
plasmatica,en MVBs y fagosomas durante la eritrofagocitosis y se asocidé con
EhVps32 a través del dominio Brol, lo cual sugiere su participacion en la via de

la formacion de MBVs (Banuelos et al., 2012; Banuelos et al., 2005).
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Figura 10.-Localizacibn de EhADH112 durante la eritrofagocitosis vy
asociacién con EhVps32. A) EnADH112 en fagosomas y MVBs después de 15
min de interaccion con eritrocitos, utilizando microscopia electrénica de
transmision y anticuerpos acoplados a particulas de oro. B) Interaccion in vitro de
EhADH112 a EhVps32 a través del dominio Brol, utilizando proteinas GST-
EhVps32 y EnADH112 marcada radiactivamente con [ $3°].
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1.5.6 ESCRT-Il en E. histolytica

De acuerdo con lo anterior, algunas subunidades de los complejos ESCRT-0 y
ESCRT-I, asi como todo el complejo ESCRT-IIl y las proteinas accesorias EhVps4
y EhRADH112 han sido estudiadas y caracterizadas parcialmente en E. histolytica.

Con respecto al complejo ESCRT-Il se identificaron in silico los genes que lo
conforman: ehvps22, ehvps25y ehvps36. Y al menos para los genes ehvps25 y
ehvps36 se determind su expresion a los 5 min de eritrofagocitosis (Lopez-Reyes,
2010). Sin embargo, no existen estudios mas alla de la presencia de los genes de

esta maquinaria en E. histolytica.
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2 JUSTIFICACION

En E. histolytica hay evidencia que durante la fagocitosis participan diferentes
moléculas que conforman los complejos ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-IIl y algunas
proteinas accesorias, pero el complejo ESCRT-II aun no se ha estudiado ni se ha
comprobado la expresion de las proteinas que lo conforman: Vps22, Vps25 y
Vps36. En otros organismos, las proteinas del ESCRT-II son importantes para
conectar el complejo ESCRT-I con el cpmplejo ESCRT-Ill. Sabemos que estos
complejos son importantes en el proceso endocitico y muy probablemente durante
la fagocitosis de los trofozoitos de E. histolytica. Por ello es importante investigar
la expresion y la localizacion de estas proteinas en E. histolytica durante la

eritrofagocitosis.

3 HIPOTESIS

El parasito Entamoeba histolytica expresa el complejo ESCRT-II, el cual participa

en el evento de eritrofagocitosis.

4 OBJETIVOS

4.1.1 Objetivo general
Estudiar las proteinas EhVps25 y EhVps36 de la maquinaria ESCRT-Il de

Entamoeba histolytica durante la eritrofagocitosis.

4.1.2 Objetivos particulares

v Identificar y analizar in silico el complejo ESCRT-Il de Entamoeba

histolytica.
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v' Evaluar los niveles de expresion de ARN mensajero de los genes del
ESCRT-Il en condiciones basales y durante la eritrofagocitosis.
v' Determinar la expresion y localizacién celular de las proteinas EhVps25 y

EhVps36 en condiciones basales y en la eritrofagocitosis.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Anaélisis in silico

De acuerdo al trabajo realizado por Lépez-Reyes (2010), se obtuvieron los
nameros de acceso de cada una de las proteinas que forman el ESCRT-II de E.
histolyica: EHI_131120 para EhVps22, EHI_137860 para EhVps25 y EHI_045320
para EhVps36. Con esta informacion fue posible obtener las secuencias de
aminoacidos y de oligonucleétidos de cada uno de los componentes en la base de

datos AmoebaDB (http://amoebadb.org/amoeba/). También, se obtuvieron las

secuencias de las proteinas de la maquinaria ESCRT-Il en H. sapiens y S.

cesevisiae en las bases de datos Protein (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) y

Kegg (http://www.genome.jp/keqq). Mediante el programa Jalview

(http://www.jalview.org/download) se alinearon las secuencias de aminoacidos de

la maquinaria ESCRT-Il de amiba con las secuencias de ESCRT-Il de S.

cerevisiae y H. sapiens. En las bases de datos SMART (http://smart.embl-

heidelberg.de/) y Kegg ( http://www.genome.jp/kega/) se identificaron los dominios

funcionales de las especies analizadas. La estructura terciaria se obtuvo mediante

el programa RaptorX (http://raptorx.uchicago.edu/StructurePrediction/), se

visualizaron en el programa Chimera 1.10.1.
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html) y se realiz6 el alineamiento

estructural entre las proteinas de E. histolytica y los organismos de referencia. Con

el programa STRING (http://string-db.org/) se obtuvo el interactoma in silico donde

se analizaron probables interacciones de la maquinaria ESCRT-II de E. histolytica
con proteinas de los otros complejos ESCRT, asi como con proteinas no

relacionadas a esta maquinaria.
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6.2 Cultivo de trofozoitos de E. histolytica

Trofozoitos de la clona A cepa HM1: IMSS (Orozco et al., 1982) fueron cultivados
axénicamente a 37 °C en medio TYI-S-33 (Diamond et al., 1987), suplementado
con 10% con suero bovino, vitaminas de Diamond (JRH, Biosciences), penicilina
(Lakside) y estreptomicina (Lakside).

Cuando los trofozoitos alcanzaron la fase logaritmica se despegaron mediante una
incubacion en hielo durante 10 minutos, posteriormente se cosecharon a 1,700
rpm durante 7 minutos a 4°C y se realizaron 2 lavados con PBS. Para cuantificar
el numero de amibas, se realizé un conteo en la cAmara de Neubauer empleando

la siguiente formula:

Amibas Amibas (sumatoria de los cuatro cuadrantes)
ml 4

x Factor de dilucién

6.3 Obtencion de péptidos inmunogénicos

El disefio de péptidos para obtener anticuerpos especificos que detecten a las
proteinas EhVps25 y EhVps36, se realiz6 utilizando las bases de datos ABCpred
(http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/) y BCPred

(http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/predict.ntml). Estas bases de datos buscan los

mejores peéptidos basandose en distintas caracteristicas como buena
inmunogenicidad, exposicion e hidrofobicidad. Estos péptidos se disefiaron
conjugados a KLH (Hemocianina de lapa californiana), una proteina que les brinda

una mayor inmunogenicidad.

6.4 Produccion de anticuerpos

Para la generacion de anticuerpos contra la proteina EhVps36 se utilizdé un conejo
New Zealand White macho de aproximadamente 500 g y para los anticuerpos
contra EhVps25 se utilizaron tres ratas machos Wistar de aproximadamente 240 g

cada una. Se inmunizé con 200 pg del péptido especifico EhVps36 y con 150 ug
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del péptido EhVps25 a los respectivos animales de experimentacion, emulsificado
en un volumen igual de adyuvante Titer-Max Gold (Sigma Aldrich). Previo al primer
reto se obtuvo una muestra de sangre para obtener el suero preinmune, el cual se
utilizé como control negativo. El conejo se inmunizé cuatro veces utilizando la
misma cantidad del péptido, con un intervalo de 15 dias entre cada reto. Los
sueros inmunes se obtuvieron 15 dias después de cada aplicacion, para ello las
muestras se incubaron a 37°C durante media hora para facilitar la separacion del
suero, posteriormente se centrifugd a 3,000 rpm durante 20 min para recuperar el
suero, el cual se separo en alicuotas que se almacenaron a -20°C hasta su uso.El
analisis de la especificidad y la titulacion de los anticuerpos policlonales anti-
EhVps36 y anti-EhVps25 se realiz6 mediante ensayos tipo Western blot usando

extractos totales de amiba.

6.5 Ensayo de eritrofagocitosis

Se cosecharon trofozoitos de E. histolytica por centrifugacién a 633 g durante 7
min, después de esto se realiz6 el conteo de las amibas y se llevo a un volumen
para obtener 1X10° de trofozoitos/ ml de medio TYI sin suero. Por otro lado, se
preparé una suspension de eritrocitos a una concentracion de 25X10° de células/
ml de medio TYI sin suero. Posteriormente, se colocaron los tubos con amibas por
2 minutos en bafio Maria a 37°C, después se adicion6 un mililitro de eritrocitos y
se incubaron a 37°C a los siguientes tiempos: 0, 2, 5, 10, 15 y 30 min. Una vez
cumplidos los tiempos, se agregaron 10 ml de agua filtrada fria y se incubaron por
10 min en hielo para lisar los eritrocitos no fagocitados. Los tubos se centrifugaron

a 633 g por 7 min. Finalmente, se elimin6todo el sobrenadante.

6.6 Extraccion de ARN total

Las muestras provenientes de la eritrofagocitosis se resuspendieron en 200 pl
TRIzol® (Invitrogen)/1x10° trofozoitos y se almacenaron a -80°C hasta su uso
(Chomczynski y Sacchi, 1987). Las muestras se incubaron 5 min a temperatura

ambiente, se les agregaron 30 pl de cloroformo, se agitaron vigorosamente y se
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incubaron durante 3 min a temperatura ambiente. Después se centrifugaron a
13,000 g por 15 min a 4°C, se tom¢ la fase superior yse paso a un tubo Eppendorf
nuevo. Se les agreg6 75 pl de isopropanol a temperatura ambiente, se mezclaron
suavemente por inversion, se incubaron 10 min a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 13,000 g durante 10 min a 4°C. Se les retir0 el sobrenadante y se
lavd dos veces la pastilla con 500 pl de etanol al 75% (en agua DEPC). Se retir6 el
etanol completamente en la campana de flujo laminar y la pastilla resultante se
resuspendio en 30 ul de agua DEPC. ElI ARN se cuantificd por espectrofotometria
(Nanodrop de Thermo Fisher®) a 260/280 nm, se hicieron alicuotas y se
almacenaron a -80 °C hasta su uso. La integridad del ARN fue determinada por la
adicién de bromuro de etidio a las muestras (1 pg/uL) y la electroforesis de ellas

en geles de agarosa al 1% (Johansson, 1972).

6.7 Cuantificacién de los niveles de ARNm de los genes del complejo
ESCRT-limediante RT-gPCR

Los oligonucle6tidos para cada gen fueron disefiados en el programa Primer 3

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) y se corroboré su especificidad haciendo un

alineamiento contra las bases de datos para diferentes especies

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi). EI ARN de E. histolytica se extrajo

mediante el método de Trizol®, como se indicé anteriormente, en condiciones
basales y a diferentes tiempos de eritrofagocitosis. Las reacciones de RT-gPCR se
realizaron en un solo paso empleando el sistema KAPA SYBR Fast Universal
(KAPA Biosystems). Las condiciones de la transcripcion reversa fueron 42°C
durante 5 min, posteriormente para inactivar a la enzima se dié un ciclo de 95°C
durante 3 min. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 95°C por 3 s,
60°C por 30 s, durante 40 ciclos, mas la curva de disociacién. La expresion
relativa de los genes ehps25 y ehvps36 fué calculada por el método de 2-24Ct
(Livak and Schmittgen TD, 2001). Se utilizé el gen S2 de la subunidad ribosomal

40s (40S) como control endogeno.
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Tabla 1.- Iniciadores para RT-gPCR de los genes de la maquinaria ESCRT-II
en E. histolytica.
Los iniciadores se disefiaron con el programa primer3

(http://www.bioinformatics.nl/cqi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) para los tres

genes: ehvps22 (naranja), ehvps25 (verde) y ehvps36 (morado). Cada uno cuenta
con Tm de 60°C y de un tamafio de 20-23 pb.
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EhVPS22-RT-qPCR-F 21 gcgatgtcaactaaagggaaa 60
51-210
EhVPS22-RT-gPCR-R| 20 ggttcaacccccatttttet 60
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6.8 Extraccién de proteinas totales

Los cultivos de amibas se colocaron en hielo durante 10 min y se consecharon por
centrifugacion a 1700 rpm durante 7 minutos a 4°C. Se realizaron dos lavados con
PBS frio. Las amibas se contaron en camara de Neubauer y después del segundo
lavado se eliminé por completo el sobrenadante para dejar solamente la pastilla.
Finalmente, la pastilla se resuspendi6é en 33 ul de PHBM, 4 ul de E-64 y 5ul de
cocktail de inhibidores de proteasas y se congel6 en nitrdgeno liquido por algunos
minutos. Las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su uso. Las muestras
provenientes de eritrofagocitosis también se resuspendieron como se indico

anteriormente.

6.9 Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE) y Western blot

Se prepararon geles de poliacrilamida al 12% y se montaron en camara de
electroforesis. Se adicion6 buffer de carga 2x (el mismo volumen que el de la
muestra) a cada una de las muestras de extractos totales de proteinas y se
incubaron a 100°C por 3 minutos. Posteriormente, se cargaron cada uno de los
carriles del gel con 50-100 pg de cada una de estas muestras. La electroforesis
(Mini-Protean-Tetra de Bio-Rad®) se corrio a 80 volts el tiempo necesario para
que las proteinas salieran del gel concentrador, luego, se cambié el voltaje a 120
volts durante 1 h aproximadamente. Para determinar el peso molecular de las
proteinas de interés, se utilizaron marcadores de peso molecular conocidos y
pretefiidos (Bio-Rad Dual Color). Los geles de poliacrilamida con las proteinas
separadas se equilibraron en amortiguador de trasferencia 1X. Se armoé la unidad
de transferencia, poniendo en contacto el gel de acrilamida con la membrana de
nitrocelulosa. El dispositivo tipo sandwich se coloc6 en una camara de
electrotransferencia (Mini Trans-blot, Bio-Rad®) que contenia amortiguador de
transferencia fria y se colocé en un bafo de hielo. La transferencia se realizé a
100 mA durante 20 min y luego, a 400 volts por 1 hora. Se desmontaron los
componentes de la camara de electrotransferencia y la membrana se tifié con

solucion de rojo de Ponceau para verificar la correcta transferencia. La membrana
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se incubd en solucion blogueadora (PBS 1X con leche baja en grasa al 5%)
durante 1 h en agitacion constante a temperatura ambiente. La membrana se
incubo con el anticuerpo primario anti-EhVps36, dilucion 1:3000 o anti- EhVps25,
dilucién 1:3000, disuelto en solucién blogueadora, durante toda la noche a 4°C.
Después, se realizaron 7 lavados con TBS-Tween 1%; por 7 min, luego, las
membranas se incubaron con el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo
acoplado a peroxidasa, utilizando una dilucion 1:10,000en solucién bloqueadora,
durante 1 h a temperatura ambiente. Seguidode 7 lavados con TBS-Tween 1% de
7 minutos cada uno. Se utilizé el kit ECLTM Prime Western blotting detection
reagent (GE-Healthcare) para revelar las proteinas inmunodetectadas en el equipo

MicroChemi 4.2 (DNR bio-imaging Systems).

6.10 Tincién de proteinas con azul de Coomassie

Después de la electroforesis de proteinas, los geles de poliacrilamida se tifiieron
con solucion 0.05% de azul de Coomassie por 15 min a temperatura ambiente en
agitacion constante. Posteriormente, los geles se destifieron en una solucién
decolorante (5% metanol y 7% acido acético) hasta que las proteinas fueron

visualizadas.

6.11 Inmunofluorescencia

Se cosecharon trofozoitos de E. histolytica en frio y se resuspendieron en medio
TYI sin suero en una concentraciéon de 1 x 10° trofozoitos en 100 pl, 100 pl de la
suspension celular se colocd en cubreobjetos estériles contenidos en placas de
cultivo, y se incubaron a 37°C durante 10 min para permitir la adhesiéon de los
trofozoitos al vidrio. Posteriormente, se afiadieron 2 ml de TYI incompleto y se
incubaron por 30 min a 37°C. Pasado este tiempo se descarté el medio y se
agrego sobre el cubreobjetos eritrocitos en una relacién 1:50 diluidos en medio TYI
incompleto. Se incubaron durante 2, 5, 10, 15y 30 min a 37°C. Después de estos
tiempos se eliminaron los eritrocitos no adheridos ni fagocitados. Los trofozoitos

se fijaron con paraformaldehido al 4% a 37°C durante 30 min, se lavaron 3 veces
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con PBS y se permeabilizaron con una solucion Triton X-100 0.2% durante 10 min.
Se efectuaron 3 lavadoscon PBS y se bloque6 durante 30 min conuna solucion
10% de suero bovino. Después de esto, se agregaron los anticuerpos primarios
anti-EhVps36 dilucion 1:100 o anti-EhVps25 dilucion 1:100 o el suero preinmune
dilucion 1:500 y las preparaciones se incubaron toda la noche a 4°C. Se
efectuaron dos lavados con PBS y las preparaciones se incubaron con el
anticuerpo secundario anti-lgG de conejo acoplado a TRITC (tetrametilrodamina) o
anti-IlgG de rata acoplados a FITC (isotiocianato de fluoresceina) a una dilucion
1:100 durante 30 min a 37 °C. Se realizaron tres lavados con PBS 1X. Para tefiir
los ndcleos, las muestras se incubaron con una solucion de DAPI (declorhidrato de
4’ ,6-diamido-2-fenilindo) a una concentracion de 0.25 mg/ml durante 4 min a
temperatura ambiente, seguido de tres lavados con PBS 1X para eliminar el
exceso. Las muestras se colocaron sobre portaobjetos limpios y estériles,
adicionados con 10 pl de medio de montaje Vectashield®. Las preparaciones se
almacenaron a -20°C hasta su observacion. Para el analisis de las muestras se
utiliz6 un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 700 Imager y el programa ZEN
2009 Light Edition, proporcionado por el fabricante.
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7 RESULTADOS

7.1 Anélisis in silico
7.1.1 Alineamientos de la secuencia

De acuerdo a un reporte anterior en donde se identificaron los genes de la
maquinaria ESCRT en E. histolytica (LOpez-Reyes y col. 2010), se obtuvieron los
nameros de acceso para las proteinas de la maquinaria ESCRT-Il: EHI_131120
para EhVps22, EHI_137860 para EhVps25 y EHI_045320 para EhVps36. Con la
finalidad de comparar que aminoacidos se conservaban entre las secuencias y
conocer el porcentaje de identidad, se realizaron los alineamientos entre cada una
de las secuencias de las proteinas Vps’'s del ESCRT-II de E. histolytica con las de
Homo sapiens y Saccharomyces cerevisiae, los cuales son organismos en los
cuales ha sido bien caracterizada y documentada esta maquinaria. Los
porcentajes de identidad fueron 33% para Vps22, 29% para Vps25 y 26% para
Vps36 de amiba con respecto a H. sapiens, y 28% para Vps22, 20% para Vps25 y
28% para Vps36 de amiba con respecto a S. cerevisiae (Figuras 11, 12 y 13). De
acuerdo a estos resultados, consideramos que la nomenclatura de estos genes y
proteinas es EhVps36, EnVps25 y EhVps22.
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Figura 11.- Alineamiento in silico de las secuencias de EhVps22. A)
Comparacion de la secuencia de EhVps22 con Homo sapiens y Saccharomyces
cerevisiae. B) Porcentajes de identidad de la secuencia de EhVps22 con respecto
a H. sapiens y S. cerevisiae. Estos datos fueron obtenidos del alineamiento en la
base de datos AmoebaDB y verificado en Jalview para las Figuras 11,12 y 13.
NuUmero de acceso: EHI_131120.

64



A

Enlps221-287 1SKITIDLLCRO ----- Kmsmrsrcwuoxlaen (N R KRB Lo BT o owmLy 1 UBrkuBVE nslzmur o NARNNEC VA TB <R icsne s HBE e v csuul 12
Hlps2+2%8 1 WHR OVOAIAIIKKK'AEAIKER rvuloluous OMBKTH slxu nxu.voloo T 56K6FWSEMLOVG o LALIMR UlrLeERH0oVLK 10
selps22t238 1 MKa- - - - FBLARF DELKOG RYNDVNRT 1 LEKESVELRoLMvEoE REVERAKKKNSBLoASPERRS KEMHMES SIM | DBsLF 0 - okKLET veLkvilE 1 BraTKD SFOENEKVHFR 125

Enlps22.287 m‘xs---un B ¢ KAl AR BRES L kvvrlvoos vy BNBr Bl 0B TlLNIKP FLe0BD- L1 1 Gls kERVRG T wlm wilvlo FlLDGKTTR TRLYNLE s ismramammii vl
Hellps22/1:258 131oomoo|s 1Rl DR le T GIIPVGITYLIO il AEKNBYvTY Is TERARovEEHLLKEBLANLDL ol-.-.lu LIALFIDLYSOEITAEEAREAM
sovps221238 126 KL - - - - N LOBLERsHomtsl- EcRellr ollbikr LR GMENERTsBaTK Be 1 cs 1L oMss 1 S ERANLONEAVHsKs AlloewvanGLIN Bvlocag. - - - ALlMoRswiMRaL. - oeene ]

Ehlps224287
Hulps22/:258 257 LP %
Slpe22/1233
% Identidad | HsVps22 SceVps22
EhVps22 33% 28%

65



Figura 12.- Alineamiento in silico de las secuencias de EhVps25. A)
Comparacion de la secuencia de EhVps25 con Homo sapiens y Saccharomyces
cerevisiae. B) Porcentajes de identidad de la secuencia de EhVps25 con respecto

a H. sapiens y S. cerevisiae. Numero de acceso: EHI_137860.
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Figura 13.- Alineamiento in silico de las secuencias de EhVps36 de E.
histolytica. A) Comparacion de la secuencia de EhVps36 con la de Homo sapiens
y Saccharomyces cerevisiae. B) Porcentajes de identidad de la secuencia de
EhVps36 con respecto a H. sapiens y S. cerevisiae. Numero de acceso:
EHI_045320.
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7.1.2 Busqueda de dominios funcionales

El analisis de dominios indicé que EhVps22 contiene dos dominios WH (del inglés
Winged Helix), caracteristicos de las Vps's del ESCRT-II en los dos organismos
de referencia utilizados, y que le podrian permitir interaccionar con EhVps25.
EhVps25 contiene también dos dominios WH en la region carboxilo terminal, que
le podrian permitir interactuar con EhVps20 del ESCRT- Il y un motivo PPXY, rico
en prolinas, para interaccionar con EhVps22 y EhVps36 formando el complejo en
forma de “Y” invertida, caracteristico del ESCRT-Il. EhVps36 contiene dos
dominios WH en el carboxilo terminal, mediante los cuales podria interaccionar
con EhVps25; sin embargo, no contiene el dominio GLUE, el cual en otros
eucariontes le permite unirse a proteinas ubiquitinadas, anclarse a membrana

endosomal y asociarse con el ESCRT-I (Figura 14).
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Figura 14.-Dominios de EhVps22, EhVps25 y EhVps36 en E. histolytica.
Comparacion de los dominios de EhVps22, EhVps25 y EhVps36 con sus
homélogos en Homo sapiens y Saccharomyces cerevisae. A) HsVps22, ScVps22
y EhVps22. B) HsVps25, ScVps25 y EhVps25. C) HsVps36, ScVps36 y EhVps36.
Rectangulo azul: dominio WH (Winged Helix); barra roja: motivo rico en prolinas,
PPXY; cuadrado amarillo: dominio GLUE (GRAM-Like Ubiquitin-binding in EAP45);

barra azul: motivo de dedos de zinc.
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7.1.3 Andlisis de la estructura terciaria del complejo ESCRT-II

Los analisis de las estructuras terciarias de las Vps's del ESCRT-Il de E.
histolytica mostraron una alta homologia con los miembros del ESCRT-II de Homo
sapiens. Los porcentajes de identidad estructural del ESCRT-Il de E. histolytica
son los siguientes: 87.5% para EhVps22, 98.3% para EhVps25 y 84.7% para
EhVps36 (Figuras 15, 16 y 17). De acuerdo con los resultados anteriores, al
realizar el empalme de las estructuras se observd que los dominios WH de
EhVps22 y EhVps25 tienen la forma caracteristica de “alas” coincidiendo con las
de los organismos de referencia, como se muestra en las figuras 5y 6. EhVps22
conserva las 9 a-hélices y 6 B-plegadas que conforman la Vps22 en H. sapiens.
EhVps25 solo cuenta con 8 a-hélices y 5 B-plegadas, sin embargo, conserva una
estructura similar a la de HsVps25. Se realizé el empalme de los dominios WH de
EhVps36 con la region homoéloga a humano y se muestra que la estructura
caracteristica de estos dominios se conserva (Figura 17). Estos analisis no se
llevaron a cabo para S. cerevisae debido a que el porcentaje de identidad en
secuencia (Figura 11, 12 y 13) fue mucho menor que en humano. Para obtener los
porcentajes de identidad entre cada una de las estructuras se utilizaron los valores
de TMscore obtenidos del analisis en el programa RaptorX, el cual representa un
promedio de los alineamientos en MSA (Multiple Structure Alignment) de cada uno
de los empalmes. Los valores de TMscore son los siguientes: 0.875 para Vps22,
0.983 para Vps25 y 0.847 para Vps36. El valor TMscore puede entrar en el rango
0-1, asi que si el TMscore es mayor a 0.6, este indica que existe una probabilidad
del 90% de que las dos proteinas compartan similitud en su estructura. Cuando el
TMscore es menos de 0.4, este indica que existe mayor probabilidad (del 90%) de

gue dos proteinas tengan una conformacion diferente.
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Figura 15.- Analisis de la estructura terciaria de EhVps22. A) Estructura
terciaria de Vps22 de Homo sapiens(HsVps22: azul). B) Estructura terciaria de
Vps22 de E. histolytica (EhVps22: rojo). C) Empalme estructural entre HsVps22 y
EhVps22. Al realizar el empalme de las estructuras se observa que los dominios
WH de EhVps22 tienen la forma caracteristica de “alas” coincidiendo con las de
los organismos de referencia. EhVps22 conserva las 9 a-hélices y 6 p-plegadas

gue conforman la Vps22 en H. sapiens. Valor de TMscore: 0.875.

74



B N-terminal
“<.— Dominios WH

N-terminal —

Dominios WH C-terminal

C-terminal

HsVps22 EhVps22

,
N-terminal

C-terminal

75



Figura 16.- Andlisis de la estructura terciaria de Vps25 de E. histolytica.
Estructura terciaria de Vps25 de Homo sapiens (HsVps25: azul). B) Estructura
terciaria de Vps25 de E. histolytica (EhVps25: rojo). C) Empalme estructural entre
HsVps25 y EhVps25. Al realizar el empalme se observa que los dominios WH de
EhVps25 tiene la forma caracteristica de “alas” coincidiendo con las de los
organismos de referencia y como se muestra en las figuras. EhVps25 solo cuenta
con 8 a-hélices y 5 B-plegadas a diferencia de HsVps25 la cual contiene el mismo
numero de a-hélices, pero 6 B-plegadas, sin embargo, conserva una estructura
similar a la de HsVps25. Valor de TMscore: 0.983.
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Figura 17.- Andlisis de la estructura terciaria de Vps36 de E. histolytica.
Estructura terciaria de Vps36 de Homo sapiens (HsVps36: azul). B) Estructura
terciaria de Vps36 de E. histolytica (EhVps36: rojo). C) Empalme estructural entre
los dos dominios WH de HsVps36 y EhVps36. Valor de TMscore de los dominios

WH: 0.847.
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7.1.4 Interacciones proteina-proteinain silico del complejo ESCRT-II

De acuerdo al analisis in silico de las posibles interacciones de EhVps22 con otras
proteinas, EnVps22 puede interactuar con el componente Vps23 del ESCRT-I, con
EhVps25 y EhVps36 del mismo complejo ESCRT-Il, con EhVps2 y EhVps32 del
ESCRT-Ill y, ademas, con las proteinas accesorias EhVps4 y EhADH112. Otras
proteinas con las que hay probable interaccibn y que no se encuentran
relacionadas a la maquinaria ESCRT, son las proteinas snRNP-F, la cual participa
en el complejo del espliceosoma para la edicion de pre-RNAm; EhCaBP, una
proteina de unién a calcio, que participa en la fagocitosis, y con Vps29 un probable

componente del complejo retrémero (Figura 18).

Por otra parte, EhVps25 podria interactuar con Vps23 del ESCRT-I, con EhVps2 y
EhVPS32 del complejo ESCRT-IIl, con las proteinas accesorias EhADH112 y
EhVps4, y con las proteinas que conforman el complejo retrémero: Vps26, Vps29
y Vps35, el cual participa en el reciclaje de receptores transmembranales desde
endosomas hacia la red trans-golgi (Figura 19). La proteina Vps36 en otros
organismos puede interaccionar mediante los dominios WH con Vps22 y Vps25.
Para determinar si esta proteina podria ser funcional sélo teniendo estos dominios,
también se realizé el andlisis de interaccion in silico. Los resultados indican una
probable interaccion de EhVps36 con EhVps22 y EhVps25 (ESCRT-II), EhVps20 y
EhVps32 (ESCRT-IIl), asi como con proteinas no relacionadas a la maquinaria
ESCRT (EhVps35 y proteinas hipotéticas). De manera interestante, EhVps36
también podria interactuar con EhVps23 del complejo ESCRT-I (Figura 20).
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Figura 18.- Andlisis de interaccion in silico para EhVps22. EhVps22 (circulo
rojo) interactia con las proteinas del ESCRT-Il, ESCRT-III, proteinas accesorias, y
proteinas no relacionadas a la maquinaria ESCRT. De acuerdo al programa
STRING, las lineas purpuras representan interacciones que se han determinado
experimentalmente; en color azul, se representan las interacciones que han sido
obtenidas desde bases de datos donde han sido confirmados biolégicamente. Las
lineas color verde representan interacciones respaldadas de una busqueda de alta
calidad, derivada de la elaboracion de patrones y tendencias a través de medios
estadisticos. Las lineas de color negro sugieren la co-expresion de dos proteinas.
La longitud de las lineas representa las asociaciones especificas y significativas
entre una proteina y otra, es decir las proteinas contribuyen conjuntamente a una
funcibn compartida, sin embargo, no necesariamente habra un contacto fisico

entre ellas.
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Figura 19.- Andlisis de interaccion in silico para EhVps25. EhVps25 (circulo
rojo) interactiia con las proteinas del ESCRT-II, ESCRT-III, proteinas accesorias, y
proteinas no relacionadas a la maquinaria ESCRT. De acuerdo al programa
STRING, las lineas purpuras representan interacciones que se han determinado
experimentalmente; en color azul, se representan las interacciones que han sido
obtenidas desde bases de datos donde han sido confirmados biolégicamente. Las
lineas color verde representan interacciones respaldadas de una busqueda de alta
calidad, derivada de la elaboracion de patrones y tendencias a través de medios
estadisticos. Las lineas de color negro sugieren la co-expresion de dos proteinas.
La longitud de las lineas representa las asociaciones especificas y significativas
entre una proteina y otra, es decir, las proteinas contribuyen conjuntamente a una
funcibn compartida, sin embargo, no necesariamente habrd un contacto fisico

entre ellas.

83



EhADH112-Proteina accesoria/EHI_181220

EhVps36-ESCRT-11/EHI_045320

N

e

-l
//
| O\
{ N\ /
” . / | !
/i \ > -~ (/] \
// A\ - / EhVps2-ESCRT-1II/EHI_194400
EhVps23/EHI_178530 | — . B N\
-— ' : R - > | EhVps32-ESCRT-III/EHI_169820
—_— — A —44 — -
x 4| —
N EhVps22-ESCRT-1I/EHI_131120 /
N ) ’o '/
N \ N /
~ ) ," 3
|V
/ /’ qﬂEthSSS/ EHI_002990 »

EhVps4/EHI_118900

EhVps29/EHI_025270

EhVps26/EHI_062490

7 STRING

84



Figura 20.- Analisis de interaccion in silico para EhVps36. EhVps36 (circulo
rojo) interactta con las proteinas del ESCRT-II: EhVps22 y EhVps25, ademés de
proteinas del ESCRT-III: EhVps2 y EhVps32. Por otro lado, EhVps36 puede unirse
a proteinas no relacionadas a la maquinaria ESCRT como EhVps35 y una
proteina hipotética. De acuerdo al programa STRING, las lineas purpuras
representan interacciones que se han determinado experimentalmente; en color
azul se representan las interacciones que han sido obtenidas desde bases de
datos donde han sido confirmados biolégicamente. Las lineas color verde
representan interacciones respaldadas de una busqueda de alta calidad, derivada
de la elaboracion de patrones y tendencias a través de medios estadisticos. Las
lineas de color negro sugieren la co-expresion de dos proteinas. La longitud de las
lineas representa las asociaciones especificas y significativas entre una proteina y
otra, es decir las proteinas contribuyen conjuntamente a una funcion compartida,

sin embargo, no necesariamente habra un contacto fisico entre ellas.
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7.1.5 SUMOilacién en ESCRT-Il de E. histolytica

Dado que EhVps36 no contiene el dominio GLUE, el cual permite la unién a
proteinas cargo ubiquitinadas, a fosfolipidos y a Vps28 del ESCRT-I, realizamos la
basqueda en diferentes trabajos para averiguar de qué otra manera EhVps36
podria ejecutar este papel tan importante. De acuerdo a la literatura, la maquinaria
ESCRT no sélo se recluta a través de proteinas ubiquitinadas, si no también
mediante la SUMOilacién de proteinas cargo, tal es el caso de salida de la a-

sinucleina al medio extracelular (Kunadt y col., 2015).

Mediante herramientas bioinformaticas para la prediccion de esta modificacion
post-traduccional, se determin6 que las proteinas de la maquinaria ESCRT en E.
histolyticasi existe la SUMOilacion. Este analisis muestra que la mayoria de las
proteinas del complejo ESCRT (Tabla 2), hasta ahora estudiadas, pueden ser
modificadas por la proteina SUMO y ademas que pueden contener motivos SIMs,
del inglés SUMO Interaction Motifs (Figura 21). Debido a que la SUMOQilacion se
lleva a cabo en los sitios de lisina, al igual que la ubiquitinacién, también
realizamos el analisis in silico de posibles sitios de ubiquitinacién en la maquinaria
ESCRT con la finalidad de descartar que fueran los mismos aminoacidos los que
se modificaran postraduccionalmente por ambas proteinas. El resultado de este
analisis arroja que, a excepcidén de tres sitios, todas las lisinas que pueden
SUMOilarse no son las mismas que pueden ser marcadas por ubiquitina en la
maquinaria ESCRT de amiba (Tabla 3). Con este analisis, comprobamos que la

modifcacion postraduccional en ambos casos es especifica.

EhVps22 contiene dos motivos SIMs y un sitio de SUMOilacion, con los cuales
podria interactuar con proteinas cargo o proteinas Vps SUMOiladas y con
fosfolipidos de membrana a través de estos sitios, respectivamente. EhVps25
tiene unsitio de SUMOilacion (Figura2l) en la lisina del carboxilo terminal y
ademas un sitio SIM en el aminoacido 98 (Tabla 2), el cual sugiere que esta
proteina podria interactuar con la membrana endosomal y con proteinas cargo

SUMOiladas mediante estos dominios, respectivamente. En Vps36 se identificé un
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sitio de SUMOilacion en la dltima lisina en carboxilo terminal (Tabla 2; Figura 21),
el cual le podria permitir también el anclaje a membrana endosomal, sin embargo,
no se encontré ningun sitio SIM, por lo que no podria interaccionar con proteinas
SUMOiladas.En otros organismos se ha reportado que Vps36 interacciona con
Vps28 del ESCRT-I, pero ya que Vps28 no fue identificada en amiba, se analizé la
existencia de algun sitio de SUMOilacion o sitio SIM en EhVps23, una Vps que
pertenece al ESCRT-I y que ya ha sido identificada y estudiada en E. histolytica
(Galindo-Olea, 2015; Lopez-Reyes, 2010). Se encontré que EhVps23 tiene un sitio
SIM en el carboxilo terminal (Tabla 2; Figura2l), el cual probablemente
interacciona con SUMO en Vps36; lo anterior podria sugerir un vinculo entre
ESCRT-ly ESCRT-II.
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Tabla 2.- Analisis de SUMOQilacion y sitios SIM en la maquinaria ESCRT deE.
histolytica. Se detallan los resultados obtenidos del programa GPS-SUMO 1.0

(http://sumosp.biocuckoo.org/) para la prediccion de sitios de SUMOilacion y sitios
SIM.
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Proteina Posicion Péptido/secuencia Score Tipo Tamaiio de proteina
ESCRT-0 EhTom1 99 SEGMEIVKKHPEVDE 37.628 SUMOilacion 494 aa
EhVps23 91-95 TTIECPE LIDLY STSAWQD 61.875 SIM 284 aa
= - 203 ILELEQLKEDMEIKE 44.401 SUMOilacién -
- 214 EIKEIIFKLEKAQP! 18.002 SUMOQilacion -
EhVps22 41 QINLFKLKLEEFLQN 26.79 SUMOilacion 237 aa
113-117 SRESNGGIIEINKLCELIN 63.03 SIM -
150-154 AKCLGEGLKVVTIYQQSYV 64.6 SIM
ESCRT-II EhVps25 171 EYGIFWLK**** 38.326 SUMOilacion 171aa
94-98 DLNKSSK LILLY KPLREWG 56.532 SIM -
EhVps36 235 TQYLQYIK*** 41.096 SUMOilacién 235aa
EhVps2 117 RKVNEATKLPAMQKV 24671 SUMOilacion 246 aa
EhVps20 32-36 VTDLDQK IVDLD RQIRQNI 65.754 SIM 206 aa
ESCRT-11I
EhVps24 176 EGGIEAVKNEVIAES 43.439 SUMQilacion 205aa
EhVps32 133-137 NNEKSHE IGDLL GEDLQDI 64.005 SIM 204 aa
EhVps4 78 MISGERVKSDDPDKE 45.994 SUMOilacion 419 aa
- 128-132 EALQEAV ILPIK FPQLFTD 59.356 SIM -
AT - 231 TEASRRVKTEFLVOM 41.814 SUMOQilacion -
EhADH112 154 QAAGAFQKAADCAQL 25.68 SUMOilacion 687 aa
- 366-370 EYNSKAQ VILND SKKCES 58.036 SIM -
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Tabla 3.- Comparacion de los sitios de ubiquitinacion y SUMOilacion en las
proteinas de la maquinaria ESCRT. Se detallan los posibles sitios de
ubiquitinacién en las proteinas de esta maquinaria predichos a partir del programa
Ubisite (http://csb.cse.yzu.edu.tw/UbiSite/).
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Posicion

(aa) Especificidad

¢éSitios ubiquitinacion coinciden con los

Proteina de SUMOilacion?

EhADH112 X 154 aa 86.2 %
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Figura 21.- Sitios de SUMOilacién y sitios SIMs en la maquinaria ESCRT de E.
histolytica. EhVps25 cuenta con un dominio de SUMOilacion (circulo naranja) en
la region carboxilo terminal y con un motivo SIM (copa invertida azul fuerte), que le
permite el contacto con proteinas cargo SUMOiladas. EhVps36 de E.
histoliticatiene un sitio de SUMOilaciéon en la dltima lisina delcarboxilo terminal,
donde la proteina SUMO puede unirse (circulo naranja). EnVps23 de E. histolytica
contiene en el carboxilo terminal un motivo SIM el cual podria ira interaccionar con
SUMO de EhVps36.
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De acuerdo a los resultados in silico, mencionados anteriormente se puede
integrar toda la informacion en un modelo hipotético (Figura22), el cual muestra a
EhVps23 interactuando con ubiquitina y por otro lado con SUMO, esta ultima
interaccion le permite a EnVps23 el contacto con EhVps36, quien tiene un sitio de
SUMOilacién, esto representa el vinculo entre los complejos ESCRT-1 y ESCRT-II.
La SUMOilaciéon de EhVps25 podria permitir el contacto con fosfoinositoles de
membrana endosomal, anclando asi el complejo a la membrana, ademas contiene
un motivo PPXY, que le permite el contacto con EhVps36 y un motivo SIM, el cual
le permiten el anclaje a la membrana por el contacto con proteinas cargo
SUMOiladas para la formacion de las vesiculas intraluminales. EhVps25 permite el
vinculo entre ESCRT-Il y ESCRT-IIl, ya que sus dos dominios WH podrian

interaccionar con EhVps20.
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Figura 22.- Modelo hipotético de interacciéon del ESCRT-Il con complejos
ESCRT-l1 y ESCRT-II de la maquinaria ESCRT en E. histolytica. La maquinaria
ESCRT-Il vincula al ESCRT-lI con el ESCRT-lIl y se ancla a membrana e
interactua con las proteinas cargo (verde) a través de la SUMOilacion (rectangulo
café). ESCRT-0 (azul); ESCRT-I (morado); ESCRT-II (amarillo); ESCRT-III (rojo)
;ubiqutina (circulo café).
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7.2 Niveles de ARNm de los genes de la maquinaria ESCRT-Il en E.
histolytica

Para analizar la participacion de los genes de la maquinaria ESCRT-II durante la
fagocitosis, primero se disefiaron iniciadores para cada gen de la maquinaria
(Tabla 1). Posteriormente, se realizaron ensayos de RT-gPCR (Figura 23) a partir
del ARNm obtenido y los datos recolectados fueron analizados mediante el
método de 2744¢t, Se usaron el gen S2 eh40s y la condicién basal para normalizar
los resultados. El gen ehvps22 no muestré6 cambios significativos en la expresion
de ARNm en los diferentes tiempos de eritrofagocitosis (2, 5, 10, 15 y 30 min) con
respecto a la condicion basal. En cambio, la transcripcion del gen ehvps25
aumentd significativamente desde los 2 min de eritrofagocitosis con respecto a la
condicién basal y aunque en los tiempos de 5, 10, 15 y 30 min la expresién varia,
los niveles de ARNm siempre se matuvieron significativamente superiores a los de
la condicion basal. Los niveles de ARNm para el gen ehvps36 aumentaron
significativamente a los 2 min con respecto a la condicion basal, sin embargo,
estos niveles desciendieron a partir de los 5 min y hasta los 30 min la expresion se

mantuvo similar a la condicién basal.
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Figura 23.- Expresion relativa de los genesde la maquinaria ESCRT-II durante
la eritrofagocitosis en E. histolytica. Los niveles de ARNm durante 0, 2, 5, 10,
15 y 30 minutos de eritrofagocitosis fueron determinados por ensayos de RT-
gPCR vy los datos obtenidos fueron analizados con el método 2-2ACt uysando como
normalizadores el gen 40s ribosomal y el estado basal o tiempo 0. A) Valores
obtenidos para el gen ehvps22. B) Valores obtenidos para el gen ehvps25. C)
Valores obtenidos para el gen ehvps36. Los resultados son representativos de tres
experimentos independientes por duplicado y cada uno con su réplica técnica. La
significancia estadistica fue determinada por el T student test. Nivel de
significancia de las pruebas estadisticas: * = P < 0,05; * = P < 0,01; *** = P <

0,001; ns = no significativo.
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7.3 Localizacién y expresion de las proteinas EhVps25 y EhVps36 del

complejo ESCRT-Il en E. histolytica durante la endocitosis.

7.3.1 Produccion de anticuerpos policlonales.

Se obtuvieron anticuerpos policlonales a partir de péptidos disefiados in silico de la
secuencia de las proteinas EhVps25 (Figura 24) y EhVps36 (Figura 25). Los
animales de experimentacion utilizados fueron rata y conejo, de los cuales se
obtuvo el suero preinmune y se obtuvo el suero del sangrado final se realiz6 la
titulacion de anticuerpos, usando diluciones 1:1000, 1:2000 y 1:3000 (Figura 26).
En esta dltima dilucion los anticuerpos a-EhVps25 identificaron una banda de 59
kDa (Figura 26 A) y los anticuerpos a-EhVps36 detectaron una banda de 46 kDa,
sin embargo, los pesos esperados eran de 20 kDa y 28 kDa respectivamente
(Figura 26 B).
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Figura 24.-Disefio de péptido de EhVps25. El disefio del péptido para EhVps25
se realiz6 mediante andlisis in silico, utilizando la herramienta bioinformatica

BCEpred (http://crdd.osdd.net/raghava/bcepred/) y evaluando diferentes

propiedades de la secuencia de la proteina. A) Informacion general acerca del
péptido disefiado. B, C y D) Tres tomas diferentes del péptido (verde) dentro de la

estructura terciaria de la proteina EhVps25 (rojo).
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Figura 25.- Disefio de péptido de EhVps36. El disefio del péptido para EhVps36
se realiz6 mediante andlisis in silico, utilizando la herramienta bioinformatica

BCEpred (http://crdd.osdd.net/raghava/bcepred/) y evaluando diferentes

propiedades de la secuencia de la proteina. A) Informacion general acerca del
péptido disefiado. B, C y D) Tres tomas diferentes del péptido (verde) dentro de la

estructura terciaria de la proteina EhVps36 (rojo).
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Figura 26.- Titulacién de anticuerpos a-EhVps25 y a-EhVps36. Los anticuepos
a-EhVps25 (rata) y a-EhVps36 (conejo) fueron probados para el reconocimiento
de las proteinas EhVps25 y EhVps36 en extractos totales de amiba. Para el suero
preinmune se uso6 una dilucién 1:500 y para el suero inmune se usaron diluciones
1:1000, 1:2000 y 1:3000. Como control de carga se usaron anticuerpos a-actina a
una dilucion 1:4000. Se utilizaron anticuerpos secundarios a-rata y a- conejo
dilucion 1:10,000. A) Anticuerpos a-EhVps25: Carril 1, marcador de peso
molecular; carril 2, suero preinmune; carril 3, dil.1:1000; carril 4, dilucién 1: 2000;
carril 5, dilucién 1:3000.B) Anticuerpos a-EhVps36: carril 1, marcador de peso
molecular; carril 2, suero preinmune; carril 3, dilucién1:1000; carril 4, dilucion 1:
2000; carril 5, dilucién 1: 3000. *Dilucién elegida para usar en los ensayos de

Western blot.
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7.3.2 Inmunolocalizacién

Posteriormente, se realizaron ensayos de microscopia confocal para determinar
por inmunoflorescencia indirecta la localizacion de estas proteinas a los 0, 2, 5, 10,
15 y 30 min de eritrofagocitosis, empleando los anticuerpos primarios ya
generados (Figura 27). En condiciones basales se observdé a las proteinas
EhVps25 (en rojo) y EhVps36 (en verde) en citoplasma y en algunas regiones de
la membrana sin colocalizar, a diferencia de la zona del pseudépodo en donde
estas proteinas si co-localizan; en tanto que EhVps36 se encontré en el nacleo. A
los 2 minutos de fagocitosis, ambas proteinas colocalizan en la boca fagocitica y
en regiones de la membrana cercanas a esta boca. EhVps25 se observo también
en citoplasma y cerca de los eritrocitos que son recién endocitados por la amiba;
EhVps36 se observé en citoplasma y en algunas regiones de la membrana. A los
5 minutos, las dos proteinas permanecieron en el citoplasma y colocalizaron en la
boca fagocitica, ademas se les observo en eritrocitos que el trofozoito esta a punto
de endocitar; EhVps25 rodea a los eritrocitos que estan dentro de la amiba;
EhVps36 se observa también en la membrana. A los 10 minutos, estas proteinas
co-localizaron nuevamente en la boca fagocitica, en el nucleo y las regiones que
rodean los fagosomas que contienen eritrocitos. Sin embargo; se observaron a las
dos proteinas, sin co-localizar, en el citoplasma, en la membrana y en los
eritrocitos adheridos a los trofozoitos y que estaban a punto de ser fagocitados. A
los 15 minutos, EhVps25 y EhVps36 colocalizaron en algunas regiones cerca de
fagosomas que contenian eritrocitos, en algunos puntos en el citoplasma y en la
boca fagocitica. Se observd que la colocalizacion aumentd en las regiones mas
cercanas al contacto con los eritrocitos. Ambas proteinas aparecieron sin
colocalizar en los eritrocitos que estaban en via de ser endocitados: en las
imagenes EhVps25 los rodea, mientras que EhVps36 se distribuyea lo largo de
todas las células. A los 30 minutos de eritrofagocitosis, se observé a ambas
proteinas colocalizando aun en la boca fagocitica y en la membrana de la amiba,
lo cual no se observd en tiempos anteriores; EhVps25 se observé en citoplasma,
rodeando a los eritrocitos que estaban en via de ser endocitados y en los que ya

fueron fagocitados por el parasito; EhVps36 también se encuentrd en estas zonas,
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aungue no colocaliza con EhVps25 y se encuentré también dispersa sobre los

eritrocitos en via de ser endocitados.
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Figura 27.- Inmunolocalizacién de proteina EhVps25 durante la
eritrofagocitosis. Trofozoitos de E. histolytica fueron incubados con eritrocitos
por O, 2, 5, 10, 15 y 30 min; se utilizé anti-EhVps25 (1:100) y anti-rata (1:500)
acoplado a TRITC. Se utilizo6 DAPI (1:3000) para marcar los nucleos. Para
examinar las muestras se utiliz6 un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 700
Imager y el analisis se hizo con el software ZEN 2009 Light Edition, proporcionado
por el fabricante. Se observa a EhVps25 en color rojo, a EhVps36 en color verde y

los nlcleos en azul.
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Figura 28.- Inmunolocalizacién de proteina EhVps36 durante la
eritrofagocitosis. Trofozoitos de E. histolytica fueron incubados con eritrocitos
por O, 2, 5, 10, 15 y 30 min; se utilizé anti-EhVps36 (1:100) y anti-rata (1:500)
acoplado a FITC. Se utiliz6 anti-EhVps36 (1:100) y anti-ratén (1:500) acoplado a
FITC. Se utilizo6 DAPI (1:3000) para marcar los nucleos. Para examinar las
muestras se utilizd un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 700 Imager y el
analisis se hizo con el software ZEN 2009 Light Edition, proporcionado por el
fabricante. Se observa a EhVps25 en color rojo, a EhVps36 en color verde y los

nucleos en azul.
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7.3.3 Niveles de proteina

Para determinar los niveles de las proteinas EhVps25 y EhVps36 a los 0, 2, 5,10,
15 y 30 min de la eritrofagocitosis se realizaron ensayos de Western blot usando
los anticuerpos generados en esta tesis. EhVps25 no presenta cambios
significativos en ninguno de los tiempos evaluados durante la fagocitosis de E.
histolytica (Figura 29). Sin embargo, la proteina EhVps36 modificé sus niveles en
los 15 y 30 min de eritrofagocitosis, mientras que en tiempos que a los 2, 5y 10
min no se observo algun incremento o disminucién a comparacion de la condicion
basal (Figura 30).
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Figura 29.- Niveles de proteinas EhVps25 durante la eritrofagocitosis. A)
Figura superior: Ensayo de Western blot para la indentificacion de EhVps25
durante los 0, 2, 5, 10, 15 y 30 min de eritrofagocitosis en E. histolytica. Figura
inferior: Actina B) Analisis densitométrico de los niveles de EhVps25 durante la
eritrofagocitosis. Se realizé la normalizacion de los valores obtenidos con actina en
cada uno de los casos. La significancia estadistica se obtuvo mediante el test T

student. Graficas obtenidas en el programa GraphPad Prism 6.
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Figura 30.- Niveles de proteinas EhVps36durante la eritrofagocitosis. A)
Figura superior: Ensayo de Western blot para la indentificacion de EhVps36
durante los 0, 2, 5, 10, 15 y 30 min de eritrofagocitosis en E. histolytica. Figura
inferior: Actina B) Analisis densitométrico de los niveles de EhVps36 durante la
eritrofagocitosis. Se realizé la normalizacion de los valores obtenidos con actina en
cada uno de los casos. La significancia estadistica se obtuvo mediante el test T

student. Graficas obtenidas en el programa GraphPad Prism 6.
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8 DISCUSION

E. histolytica es el agente causal de la amebiasis, la cual causa alrededor de
100,000 muertes al afio a nivel mundial, es por ello importante el estudio de los
mecanismos y las moléculas que participan en los procesos de virulencia: la
adhesidn, la citotoxicidad y la fagocitosis. Dentro del proceso de fagocitosis de
este parasito se han observado estructuras similares a MVBs, los cuales derivan
de fagosomas (Okada et al., 2006; Bafiuelos et al., 2012).

En otros organismos eucariontes, como H. sapiens y S. cerevisiae, existe una
magquinaria multicomplejos llamada ESCRT formada por proteinas Vps que
inducen la formacién de los MVBs (Winter y Hauser, 2006). Mediante andlisis in
silico del genoma de E. histolytica se encontraron proteinas putativas de la
maquinaria ESCRT, las cuales conservan los dominios funcionales conocidos en
humano y en levadura, y a través de ensayos de RT-PCR se determin6 que en su
mayoria estos genes se expresan en condiciones basales y durante la
eritrofagocitosis (LOpez-Reyes y col.,, 2010). En E. histolytica se han estudiado
mas a fondo algunos de los miembros de la maquinaria ESCRT y refuerza la idea
de una maquinaria funcional asociada a los procesos de fagocitosis (Galindo-Olea,
2016; Avalos-Padilla., 2015; Bafiuelos y col., 2005; Lopez-Reyes y col., 2010)). Sin
embargo, el complejo ESCRT-Il no ha sido caracterizado, por lo que en este

trabajo decidimos enfocarnos en su estudio.

Al realizar el alineamiento de la secuencia de EhVps22 con la de humano y
levadura se obtuvo una baja identidad (Figura 11); sin embargo, en amiba se ha
encontrado que existen proteinas que pese a que no tienen los mismos
aminoacidos, estos pueden tener propiedades similares y les permiten conservar
una estructura terciaria muy parecida a la de sus ortélogos, por lo tanto pueden
realizar la misma funcion (Galindo-Olea, 2016; Bafiuelos y col., 2012). Al obtener
la estructura terciaria de EhVps22 y compararla con humano se obtuvo una
identidad estructural y de dominios alta (Figuras 14 y 15), lo que refuerza aiin mas
que EhVps22 pueda realizar las funciones conocidas en otros organismos. El
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analisis de interaccion in silico sugiere que EhVps22 ( Figura 18) podria interactuar
con EhVps25 y EhVps36 lo cual era un resultado esperado de acuerdo a lo que se
sabe en otros organismos, sin embargo, el analisis arroja otras posibles
interacciones con EhVps2 y EhVps32 del ESCRT-IIl, con Vps23 (un posible
componente del ESCRT-I), con las proteinas accesorias EhVps4 y EnADH112 y
también con proteinas no relacionadas a la maquinaria ESCRT, como la proteina
snRNP-F que participa en los complejos que forman el spliceosoma (Green y col.,
1986; Lerner y col., 1980; Rogers y col., 1980; Ohshima vy col., 1981) y con la
proteina de unién a calcio EhCaBP1, que participa en la fagocitosis de una
manera dependiente de calcio relocalizandose hacia las bocas fagociticas y que
esta involucrada en la dindmica del citoesqueleto de actina (Jain R y col., 2008;
Jain Ry col., 2009; Sahoo y col., 2004).

En amiba, EhVps25 contiene los dominios WH, ademas de contar con un motivo
PPXY en el extremo N-terminal, al igual que en humano y levadura por lo que
podria tener las mismas funciones (Figuras 14 y 16). Al realizar el analisis de
interacciones in silico (Figura 19) encontramos que EhVps25 podria interaccionar
con EhVps22 y EhVps36, lo cual confirmd la funcibn que se conoce de esta
proteina en humano y levadura, también se evidenciaron interacciones que no se
esperaban como el contacto con una proteina putativa Vps23 del ESCRT-I, con
EhVps2 y EhVps32 del ESCRT-Ill, con las proteinas accesorias EhVps4 y
EhADH112, y ademas con un grupo de proteinas que forman el complejo
retromero: Vps26, Vps29 y Vps35 (Nothwehr y col., 1999; Seaman y col., 1997,

1998), sin embargo, dicho complejo aun no ha sido estudiado en E. histolytica.

EhVps36, al igual que las otras proteinas del complejo ESCRT, tiene baja
identidad de secuencia con sus ortélogos (Figura 13) y al analizar la prediccién de
dominios en EhVps36, encontramos que contiene soélo los dos dominios WH, pero
no el dominio GLUE (Figura 14). Sin embargo, al realizar el analisis de interaccion
in silico (Figura 20), se determin6 que EhVps36 podria interactuar con EhVps25, lo

cual era de esperarse ya gue contiene los dominios WH, interesantemente, este
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analisis también predice la interaccién con EhVps22, con una proteina Vps23
relacionada al ESCRT-I, con EhVps2 y EhVps32 del ESCRT-Ill y con Vps35.
Estos resultados, muestran que EhVps36, aun sin contar con el dominio GLUE,

podria realizar las funciones que se conocen en sus ortélogos.

Después de esto, la pregunta fue ¢como es que el ESCRT-II de amiba podria
interactuar con proteinas ubiquitinadas, fosfolipidos de membrana y con el
ESCRT-l ya que EhVps36 no cuenta con el dominio GLUE? Una probable
explicacion es que tanto las proteinas cargo como los componentes de este
complejo sean modificados post-traduccionalmente por la proteina SUMO, ya que,
en Homo sapiens esta modificacion recluta a algunos componentes de la
magquinaria ESCRT y a proteinas cargo hacia la membrana, interacciona con
lipidos de membrana endosomal y plasmética (Kunadt y col., 2015) y permite la
interaccidn entre proteinas a través del contacto SUMO-SIM (Husnja y col., 2016).
En E. histolytica no se ha comprobado experimentalmente la presencia de SUMO,
sin embargo, realizamos la busqueda in silico de esta proteina basandonos en la
secuencia de SUMO de Giardia lamblia, un parasito en el que ha sido estudiada
ampliamente, y se identific6 una proteina con el nimero de acceso EHI_170060.
Para sustentar aun mas la posible intervencion de SUMO en las funciones del
ESCRT en E. hisotlytica se predijeron in silico sitios de SUMOilacion y sitios SIM
en las proteinas de esta maquinaria, encontrando que todas las proteinas
estudiadas poseen al menos un sitio de SUMOilacion y en algunos casos cuentan
con sitos SIMs (Tabla 2; Figura 21. Estos resultados, si bien son in silico, sugieren
que esta modificacion podria tener un papel importante dentro del complejo
ESCRT-Il en amiba, realizando las mismas funciones que tiene el dominio GLUE
en el ESCRT-Il de humano y en levadura (Teo y col., 2006; Alam y col., 2006;
Wang y col., 2017).

En E. histolytica diferentes condiciones externas como la supresion de suero
(Ahamad y col., 2015), la radiacion UV (Weber y col., 2009) y condiciones internas

como el enquistamiento (Hendrick y col., 2016; Singh y col., 2015), el calcio
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(Moreno y col., 2003; McLaughlin y col., 1981) y la fagocitosis (Sateriale y col.,
2016; Galindo-Olea, 2016) pueden regular diferentes genes. Durante este ultimo
proceso se ha estudiado la regulacion de genes que pertenecen a proteinas Rab
(Guzméan-Medrano y col., 2005; Rodriguez-MA y col., 2000; Katz y col., 2011),
proteasas, histona metiltransferasas de lisinas (HKMTs) (Borbolla-Vazquez y col.,
2016) y otros componentes de la maquinaria ESCRT (Galindo-Olea, 2016), por lo
que es importante conocer como este evento puede regular los genes del
complejo ESCRT-Il. Los resultados indican que la transcripcion de los genes
ehvps25 y ehvps36 aumenta durante el evento de fagocitosis en E. histolytica
(Figura 23), lo que sugiere una participacion dinamica de estas proteinas durante
este evento y por eso se induce su sintesis. Si bien el gen ehvps22 no presenta
cambios significativos al menos hasta los 30 min de fagocitosis, sera importante
evaluar su expresion a tiempos mas largos de este proceso.

En este proyecto se produjeron los anticuerpos a-EhVps25 y a-EhVps36 para el
reconocimiento especifico de las dos proteinas del complejo ESCRT-II a partir de
la inmunizacién de péptidos disefiados in silico mediante el programa BCpred. La
ventaja del uso de estos estos péptidos es la rapidez con que se disefian y su
sintesis, sin embargo, fue necesario corroborar que sus secuencias no se
encontraran en proteinas de los animales de experimentaciéon en donde se
inmunizaron ni con alguna otra proteina de amiba para evitar resultados cruzados
o falsos positivos.

El anticuerpo a-EhVps25 identifica una banda de 59 kDa (Figura 26), y aunque su
peso esperado fue de 20 kDa, esto podria deberse a que este formando dimeros
con la segunda EhVps25 como se ha reportado en sus ort6logos en humano y
levadura (Wernimont y col., 2004; Slater y col., 2006; Winter y col., 2010). Otra
posible explicacion es que debido a las propiedades intrinsecas de la proteina se
genere una migracion aberrante, como sucede con otros componentes de la
maquinaria ESCRT en amiba (Avalos-Padilla y col., 2012).

El anticuerpo a-EhVps36 detecta una banda de 46 kDa (Figura 26) (peso
esperado: 28kDa), sin embargo, el cambio en el peso esperado puede deberse a

propiedades intrinsecas de la molécula generando su migracion aberrante como
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se ha visto que en otros componentes de la maquinaria ESCRT en E. histolytica y
en eucariontes (Saksena y col., 2007; Avalos- Padilla, 2012) o ser modificada por
la proteina SUMO (Tabla 2), la cual tiene un peso de 11 kDa y que ademas puede
estar en contacto con mas proteinas SUMO.

Una vez que se comprobo la presencia de estas proteinas en extractos totales de
trofozoitos de amiba, analizamos su localizacion subcelular, utilizando los
anticuerpos a-EhVps25 (Figura 27) y a -EhVps36 (Figura 28), y mediante la
técnica de microscopia confocal localizamos a EhVps25 y EhVps36 en citoplasma
y en pseudodpodos a los 0 min de la eritrofagocitosis, interesantemente, estas
proteinas cambian su localizaciébn hacia nucleo, membrana, fagosomas que
contienen eritrocitos y bocas fagociticas desde los 2 hasta los 30 min de la
fagocitosis, o que sugiere su participacién dentro de este evento. Llamé nuestra
atencién que a pesar de que ambas proteinas coincidan en la localizacion, no en
todas las regiones existia colocalizacion entre ellas. Sin embargo, se visto que la
maquinaria ESCRT en otros organismos tiene funciones como participar en la
dinamica del citoesqueleto de actina (Echard y col., 2012), en el reciclaje de
proteinas por el contacto con el complejo retrémero (Lumb y col., 2011; McDonald
y col., 2014;), inclusive en funciones en el nucleo participando en la eficiencia de la
elongaciéon de la transcripcion (Gaur y col., 2013; Ventimiglia y col., 2016) y de
acuerdo a los resultados obtenidos en el interactoma estas funciones también
podrian ejecutarse por la maquinaria ESCRT-Il en amiba.

Al determinar los niveles de estas proteinas en el evento de eritrofagocitosis,
observamos que EhVps25 no tiene un comportamiento significativamente diferente
con respecto a la condicion basal, por lo menos hasta los 30 min de
eritrofagocitosis, esto no se relaciona directamente con los resultados de los
niveles de mensajero, sin embargo dentro del proceso de traduccion
probablemente ocurra algun tipo de regulacion del RNAm o bien que las proteinas
sintetizadas sean degradadas y no alcanzen a superar los niveles de la condicion
basal, otra posible explicacion pudiera ser que durante la eritrofagocitosis la region
que es reconocida por los anticuerpos se encuentre en contacto con otras

proteinas, por lo que el reconocimiento por parte del anticuerpo disminuye. Al
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evaluar los niveles de EhVps36 se detemind dismunuye significativamente a los 15
y 30 min (a comparacion de la condicidén basal). Estos resultados no se relacionan
directamente con los valores obtenidos en los ensayos de RT-gPCR, sin embargo,
dentro del proceso de traduccion existen puntos de regulacion en donde el RNAmM
puede ser degradado, lo que al final afectaria la cantidad de proteina, ademas de
que de la vida media de las proteinas puede ser menos 15 min produciendo la
degradacion de estas y resultando en la disminucion de sus niveles.

Ensayos posteriores nos ayudran a elucidar el mecanismo de como el complejo
ESCRT-Il puede realizar sus funciones que se conocen en otros organismos,
ademas de investigar cual es su papel en la fagocitosis de la amiba, ya que este

es un mecanismo de virulencia del parasito.

9 CONCLUSIONES

En este proyecto se analizaron las proteinas del complejo ESCRT-II de E.
histolytica las cuales conservan los dominios WH caracteristicos en Homo
sapiensy Saccharomyces cerevisiae que le permiten interaccionar con otras
proteinas y que probablemente tengan funciones similares. Durante la fagocitosis
el gen ehvps36 es regulado positivamente. Ademas, las proteinas EhVps25 y
EhVp36 se relocalizan desde citoplasma y pseuddpodos hacia nucelo, fagosomas,
membrana y bocas fagociticas durante la eritrofagocitosis, sugiriendo su

participacion en este mecanismo de virulencia de la amiba.
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