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ABSTRACT

The retromere is a protein complex composed of two subcomplexes, a heterodimer
of SNX proteins and the CRC (Load Recognition Complex) integrated by Vps26,
Vps29 and Vps35. In E. histolytica, the retromer is composed of CRC proteins, so it
is called a retrograde-like protein, which has only been characterized by the Vps26
protein and participates in the recycling of cysteine proteases (CPs), which it recruits
through the recognition of a receiver of these.

In the trophozoites of E. histolytica, it is necessary to detect the proteins of the
rearranger, study their function and their interaction with other proteins involved in
vesicular traffic, to better understand the processes of recycling and degradation of
proteins with fundamental functions during the invasion tissue and events that occur,
particularly, during phagocytosis. With this background, the objective of this work is
to determine the participation of Vps35 during phagocytosis. For which proteins that
have been proposed as orthologs of Vps35 in the amoeba were detected in silico.
We chose the one we considered the best prospect based on motifs present in its
amino acid sequence, with which a peptide was designed that was used to immunize
mice and produce polyclonal a-EhVps35, as working tools to study its function.
These antibodies detected a 71 kDa band in total amoebic extracts, which was
detected in protein extracts of E. histolytica from an erythrophagocytosis kinetics,
according to which the amount of the Vps35 protein did not vary significantly. So we
began the study of the location of the protein EhVps35 by immunofluorescence
assays, in which we found that the protein is located in the cytoplasm in clusters in
a base condition and relocated in clusters around the phagosomes and forming
structures Circulars that could be vesicles in different conditions of
erythrophagocytosis, at 60 min of erythrophagocytosis the location of this protein
tends to return to its basal condition. Finally, the level of messenger RNA was
analyzed during an erythrophagocytosis kinetics and significant changes in the
amount of transcript were identified after 15 minutes. With these results we can
conclude that the event of phagocytosis influences the levels of messenger RNA of
Vps35 and produces a relocation of the protein EnVps35, without affecting the levels

of expression of the protein.



RESUMEN

El retromero es un complejo proteico integrado por dos subcomplejos un
heterodimero de proteinas SNX y el CRC (Complejo de Reconocimiento de Carga)
integrado por Vps26, Vps29 y Vps35. En E. histolytica, el retromero se encuentra
compuesto por las proteinas del CRC, por lo que se denomina retromero-like del
gue solo se ha caracterizado la proteina Vps26 y participa en el reciclaje de cistein
proteasas (CPs) a las que recluta mediante el reconocimiento de un receptor de
estas.

En los trofozoitos de E. histolytica es necesario detectar a las proteinas del
retrémero, estudiar su funcién y su interaccion con otras proteinas que participan en
el trafico vesicular, para comprender mejor los procesos de reciclaje y degradacion
de las proteinas con funciones fundamentales durante la invasién tisular y los
eventos que se presentan, particularmente, durante la fagocitosis. Con estos
antecedentes, el objetivo de este trabajo es determinar la participacion de la Vps35
durante la fagocitosis. Para lo cual se detectaron in silico las proteinas que han sido
propuestas como ortélogos de Vps35 en la amiba. Se eligio a la que consideramos
el mejor prospecto basados en motivos presentes en su secuencia de aminoacidos,
con la que se disefid un péptido que fue utilizado para inmunizar ratones y
produciendo a-EhVps35 policlonales, como herramientas de trabajo para estudiar
su funcién. Dichos anticuerpos detectaron en extractos totales de amibas una banda
de 71 kDa, la cual fue detectada en extractos proteicos de E. histolytica procedentes
de una cinética de eritrofagocitosis, segun lo cual la cantidad de la proteina Vps35
no vario significativamente. Por lo que se iniciar el estudio de la localizacion de la
proteina EhVps35 por ensayos de inmunofluorescencia, en los cuales encontramos
que la proteina se encuentra localizada en el citoplasma en cumulos en una
condicion basa y se relocalizdé en cumulos alrededor de los fagosomas y formando
estructuras circulares que podrian ser vesiculas en las diferentes condiciones de
eritrofagocitosis, a los 60 min de eritrofagocitosis la localizacion de esta proteina
tiende a regresar a su condicion basal. Finalmente se analizé el nivel de RNA
mensajero durante una cinética de eritrofagocitosis y se identificaron cambios
significativos en la cantidad de transcrito a partir de los 15 minutos. Con estos
resultados podemos concluir que el evento de fagocitosis influye en los niveles de
RNA mensajero de Vps35 y produce una relocalizacion de la proteina EhVps35, sin
afectar los niveles de expresion de la proteina.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de Entamoeba histolytica

1.1.1 Taxonomia de E. histolytica



El protozoario Entamoeba histolytica es un eucarionte unicelular sin forma fija
(pleomorfo) y carente de flagelo por lo que su locomocion esta mediada por
proyecciones del citoplasma (pseudopodos), ademas no tiene mitocondria, aparato
de Golgi, ni reticulo endoplasmatico tipicos. Por las anteriores caracteristicas, Adl

et al. (2012) y Corliss (1994) ubicaron taxonémicamente a E. histolytica en:

Imperio: Eukayota
Clado: Amorphea
Super-grupo: Amoebazoa
Primer rango: Entamoebida
Phylum: Rhizopoda
Clase: Entamoebidea
Orden: Entamoebida
Familia: Entamoebidae
Género: Entamoeba
Especie: histolytica

1.1.2 Ciclo de vida de E. histolytica

El parasito E. histolytica es el agente causal de la amibiasis en los humanos. Dicho
parasito presenta dos estadios durante su ciclo de vida, una forma de resistente
(quiste) y una forma ameboide (trofozoito). El quiste es una forma no motil, esférico
con un diametro entre 10 a 15 pym, es la forma infecctiva del parasito y es liberado
en las heces (Stanley, 2003; Ximénez et al., 2007; Ximénez et al., 2009). El
trofozoito es una forma motil con un diametro entre 10 a 50 ym que coloniza la
mucosa intestinal en el intestino grueso (Stanley, 2003; Ximénez et al., 2007;
Ximénez et al., 2009).

En orden cronolégico, debido a la pared de quitina en el quiste, éste puede ser
ingerido en alimentos o agua contaminados sin sufrir dafio por la acidez en el
estbmago y una vez en el intestino delgado (ileon terminal) desenquista, para dar
origen a ocho trofozoitos que emigran al intestino grueso, para colonizar la mucosa

intestinal del colon. En este lugar se multiplican por fision binaria y después de la

—
| —



segunda divisidn nuclear sucesiva se producen los quistes tetranucleados, que
finalmente son expulsados en las heces (Stanley, 2003; Ximénez et al., 2007;
Ximénez et al., 2009).

1.1.3 La amibiasis

La amibiasis es la tercera causa de muerte por enfermedades parasitarias, siendo
endémica de la India, Africa, México y Sudamérica (Chelsea y William, 2014; Nagata
etal., 2012; Stanley, 2003). E. histolytica es transmitido por el consumo de alimentos
y agua contaminada con quistes, como antes se menciono, y en menor proporcion
por via sexual (Nakada-Tsukui y Nozaki, 2016). La estimacion global de casos de
amibiasis es complicada por la limitada capacidad de diagndstico y vigilancia en las
zonas endémicas, ademas de la existencia de una gran variacion temporal entre el
periodo de infeccion y la aparicién de sintomas (en casos extremos hasta después
de varios afios de infeccidn se presentan sintomas), aunque se estima que a nivel
mundial entre 40 y 50 millones de personas tienen amibiasis y 40 000 a 100 000
mueren por dicha infeccion (Chelsea y William, 2014; Nagata et al., 2012; Nakada-
Tsukui y Nozaki, 2016; Stanley, 2003).

La infeccion por E. histolytica es asintomatica en el 80 a 90% de los casos, ya que
presentan Unicamente colonizacion de la mucosa intestinal (Nagata et al., 2012;
Nakada-Tsukui y Nozaki, 2016; Prakash y Bhimji, 2017; Ximénez et al., 2009). En
el 10 a 20% restante de los casos, las personas presentan sintomas como fiebre,
nauseas, vomito, diarrea, estrefiimiento y dolor abdominal dentro de las dos a cuatro
semanas posteriores a la infeccion, y solo entre el 4 a 10 % presenta colitis
autolimitante, colitis invasiva e infecciones extraintestinales, evacuaciones con
sangre, nauseas y anorexia (Nagata et al., 2012; Nakada-Tsukui y Nozaki, 2016;
Prakash y Bhimji, 2017; Ximénez et al., 2009).

1.1.4 Mecanismos de virulencia de E. histolytica

—
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La capacidad de E. histolytica para causar dafio en su huésped, es decir, la
virulencia depende de multiples mecanismos moleculares de patogénesis del
parasito que implican la adhesion a las células huésped, la induccion de apoptosis
de la célula huésped, la degradacion de mucinas, la degradacion de la matriz
extracelular (ECM), la invasién de tejidos, la fagocitosis y mecanismos de evasion
del sistema inmunoldgico, aunque en este proceso también intervienen otros
factores del medio como la microbiota intestinal, por lo que el grado de virulencia es
dificil de predecir en este parasito (Nakada-Tsukui y Nozaki, 2016). Sin embargo,
para el establecimiento de la infeccion es necesaria la union y adhesion del
trofozoito al colon del huésped, para lo cual el trofozoito cuenta en su superficie con
una lectina con dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) para galactosa
(Gal) y N-acetil-D-galactosamina (GalNac), nombrada Gal/GalNac, la cual hace
posible la adhesion a la mucosa y a las células epiteliales del colon (Nakada-Tsukui
y Nozaki, 2016; Sateriale y Huston, 2011). Gal/GalNAc estd compuesta por dos
subunidades denominadas: pesada ligada a disulfurono (HgL) y ligera (LgL), de las
cuales la subunidad HgL al contener un dominio rico en cisteinas (CRD) homélogo
a CD59 de humano, un inhibidor humano del complemento le confiere a E.
histolytica la capacidad de adherirse a la mucosa intestinal y de evasion del sistema
del complemento (Faust y Guillen, 2012). Otra proteina importante en el proceso de
adhesion al epitelio intestinal del huésped es el complejo proteico EhCPADH,
integrado por la proteina EhCP112 de 49 kDa y la proteina EhRADH112 de 75 kDa.
Esta ultima, tiene un dominio implicado en la adherencia de la amiba a su célula

diana (Serrano-Luna et al., 2013; Garcia-Rivera et al., 1999).

Debido a que el epitelio intestinal del humano esta recubierto de moco, una
sustancia principalmente compuesta de mucinas altamente glucosilada, al siguiente
paso para la colonizacién de las amibas es la degradacién de carbohidratos de la
mucosa intestinal (Nakada-Tsukui y Nozaki, 2016). Para la primera linea de
degradacion de mucinas, los trofozoitos secretan glucosidasas y cistein proteasas
(CP), las cuales también son importantes factores para la invasion extraintestinal,

particularmente para la desintegracién de la membrana basal y la entrada de E.
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histolytica en circulacién sanguinea (Nakada-Tsukui y Nozaki, 2016). Ademas, la
liberacion de las proteinas amebaporos forma poros en la membrana de la célula
huésped (Sateriale y Huston, 2011). Dichos poros inducen citotoxicidad y apoptosis
en la célula huésped, al desencadenar multiples eventos intracelulares que implican
un aumento del Ca?* intracelular, producciéon de ROS (por sus siglas en ingles
Reactive Oxygen Species), pérdida de la integridad en la membrana, fragmentacion
de DNA, exposicion de fosfatidilserina en la superficie celular y activacion de
caspasa-3 (Nakada-Tsukui y Nozaki, 2016). Las células en apoptosis son
preferentemente fagocitadas por los trofozoitos de E. histolytica (Nakada-Tsukui y
Nozaki, 2016; Sateriale y Huston, 2011).

La fagocitosis es un evento esencial para que los de trofozoito de E. histolytica
obtengan alimento, sin embargo, este proceso también esta implicado en la invasién
tisular, ya que se plantea que la fagocitosis selectiva de células apoptoticas o
muertas minimiza la respuesta inmunologica pro-inflamatoria del huésped (Tsukui y
Nozaki, 2016; Sateriale y Huston, 2011). Pese a la importancia de la fagocitosis en
este organismo, aun se desconocen muchos de los mecanismos moleculares que
estan implicados en los pasos iniciales de este proceso (desde la copa fagocitica
hasta el cierre del fagosoma) ya que algunos de los componentes descritos en otros
modelos de estudio no estan presentes en los trofozoitos, por lo que pueden existir
caminos moleculares alternativos (Sateriale y Huston, 2011).

El movimiento de vesiculas compuestas de membrana es denominado trafico
vesicular y es fundamental para controlar entre otras cosas: mantener la
arquitectura de los diferentes compartimientos intracelulares y media la
comunicacién entre la célula y su entorno, asi como intracelular (Sorkin y Von
Zartrow, 2002; Alberts et al., 2015). El trafico vesiculas se puede reducir de forma
simplificada en dos por el flujo de las vesiculas: el movimiento de vesiculas

formadas de la membrana de un organelo celular con algun destino dentro de la
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célula se denomina endocitosis y el movimiento de vesiculas formadas de la
membrana plasmatica con una migracion hacia el exterior es nombrada exocitosis
(Sorkin y Von Zartrow, 2002; Vassilleva y Nusrat, 2008).

La exocitosis suministra proteinas de nueva sintesis, carbohidratos y lipidos a la
membrana plasmatica y el medio extracelular, mientras la endocitosis permite la
captacion de nutrientes, controla la comunicacion celular y regula el intercambio de
componentes de la membrana plasmatica (Alberts et al., 2015; Christ et al., 2017;
Vassilleva y Nusrat, 2008). En cambio, la endocitosis proporciona un suministro de
nutrientes en células fagociticas y regula la transduccidon de sefiales, mediante el
control de la cantidad de receptores de sefalizacion y sus ligandos en la superficie

celular o medio extracelular (Sorkin y Von Zartrow, 2002)

1.2.1 La endocitosis

La via endociticas se clasificar en dos segun la proteina que sea reclutada para la
formacién del endosoma en dependiente de clatrina o independiente de clatrina
(Figura 1) (Vassilleva y Nusrat, 2008; Sorkin y Von Zartrow, 2002). La endocitosis
dependiente de clatrina implica la formacién de vesiculas por el ensamblaje el
reclutamiento de AP2 (Adaptor Protein Complex 2) y CLASP (Clathrin-associated
sorting protein) que se asocia a clatrina monomérica para formar la red de catrina
que recubre dichas vesiculas denominada CCV (Cathrin-coated vesicles); en
cambio la endocitosis independiente de catrina incluye la formacién de vesiculas
independiente del reclutamiento de proteinas o por el reclutamiento de proteinas

alternativas a clatrina (Vassilleva y Nusrat, 2008).
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Figura 1: Tréfico vesicular

Naranja: via de reciclaje rapido desde el endosoma a la membrana plasmatica.
Verde: via de reciclaje lento mediada por el complejo proteico retromero. Azul:
via de degradacion de las proteinas seleccionadas en las vesiculas
intraendosomales en el MVC (endosoma tardia). Amarillo: via exociticas
(imagen modificada de Sorkin y Von Zartrow, 2002).

La formacion de endosomas por las dos vias endociticas (dependientes e
independiente de clatrina) requieren de la proteina dineina, una GTPasa capaz de
autoensamble para producir la fisibn del endosoma de la membrana plasmatica

(Vassilleva y Nusrat, 2008). Los endosomas tienen un proceso de maduracion que
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permite la clasificacion de su contenido hacia reciclaje o degradacién, dicho proceso
es el paso de endosoma temprano a un endosoma con multiples vesiculas internas
llamado cuerpo multivesiculares (MVB, del inglés Multivesicular Body) y finalmente
la acidificacion del endosoma que se denomina endosoma tardio (Figura 1, flecha
azul) (Alberts et al., 2015; Okada y Nozaki, 2006; Vassilleva y Nusrat, 2008). Tanto
en endosomas tempranos como en endosomas con MVB se da la seleccion de
proteinas para reciclarse, en el primer caso es un retorno directo hacia la membrana
plasmatica es regulado por GTPasas de tipo Rab (Figura 1, flecha naranja) y en
endosomas con MVB primero seleccién para reciclaje es mediado por el complejo
proteico retrdbmero que guian las proteinas seleccionadas hacia el aparato de Golgi

y posteriormente a la membrana plasmatica (Figura 1, flecha verde).

1.2.1.1 La maquinaria proteica ESCRT

La formacién de MVB requiere de la maquinaria ESCRT (Endosomal Sorting
Complex Required for Transport), la cual estd compuesta por cuatro complejos
denominados ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-Il y ESCRT-IIl, ademas de proteinas
accesorias (Alberts et al., 2015; Okada y Nozaki, 2006). La maquinaria ESCRT tiene
como la remodelacién y la escision de la membrana, particularmente en los
endosomas este proceso tiene el fin de clasificar del contenido endosomas
etiguetado con ubiquitina en vesiculas intraendosomales que seran guiadas hacia
degradacion (Alberts et al., 2015; Okada y Nozaki, 2006).

La maquinaria ESCRT de forma tipica se recluta de forma sucesiva segun su
numeracion de cada complejo, es decir, los complejos proteicos ESCRT-0 (Vps27
y Hsel), ESCRT-I (Vps23, Vps28, Vps37 y Mvb12) y ESCRT-Il (Vps22, Vps25 y
Vps36) (Bilodeau et al., 2003; Gill et al., 2007; Hurley, 2008; Katzmann, Babst y
Emr, 2001; Pornillos et al., 2001; Raiborg y Stenmark, 2009; Reiborg et al., 2001).
El complejo ESCRT-II afinidad por el ESCRT-IIl (Vps2, Vps20, Vps24 y Vps32)
(Raiborg y Stenmark, 2009; Christ et al., 2017; Babst et al., 2002; Luhtala y Odorizzi,
2004). Finalmente, el complejo ESCRT-III recluta a proteinas accesorias como la

enzima desubiquinasa Doa4 y una ATPasa que da la energia necesaria para el
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desensamble de la maquinaria ESCRT del endosoma (Vps4) (Luhtala y Odorizzi,
2004; Teis, Seksena y Emr, 2008).

La etiqueta de ubiquitina reconocida por los complejos proteicos ESCRT-0, ESCRT-
| y ESCRT-Il se da mediante un proceso denominado ubiquitinacién. Dicho proceso
requiere de una 0 mas etiquetas de ubiquitina afiadida a los dominios citosélicos de
las proteinas de la membrana endosomal, dicha etiqueta por su ubicacion define la
via de degradacion, es decir, via de degradacion proteosomal es resultado de la
ubiquitinacién en el residuo de lisina en la posicién 48 y la via de degradacién
lisosomal es producto de la ubiquitinacion en el residuo de lisina en la posicién 63
(Alberts et al., 2015; Raiborg y Stenmark, 2009).

1.2.1.2 Complejo proteico retromero

El retromero es un complejo de proteinas compuesto por dos subunidades: el
complejo de carga o CRC (Cargo Recognition Complex) y un heterodimero de
proteinas SNX (Sorting Nexins), ambas se asocian con la cara citosoélica del
endosoma con el fin de median el transporte de proteinas especificas a la red Trans-
Golgi (TGN) y finalmente hacia la membrana plasmética (Figura 1, flecha verde)

(Bonifacino y Hurley, 2008).

El retromero se ha caracterizado principalmente en dos modelos, Saccharomyces
cerevisiae (levadura) y Homo sapiens (humano) entre los que hay diferencias entre
las proteinas que componen el heterodimero de proteinas SNX. En levaduras, el
retromero estd compuesto por cinco proteinas, un heterodimero de proteinas SNX
compuesto por las proteinas Vps5 y Vpsl7; mientras el del CRC esta formado tres
proteinas Vps26, Vps29 y Vps35 (Trousdale y Kim, 2015). En mamiferos, el CRC
se compone de las tres proteinas identificadas en levaduras y el heterodimero de
proteinas SNXs esta compuesto por SNX1 o SNX2 ambas homologas a Vps5 de
levaduras, y SNX5 o SNX6 homologas a Vpsl7 de levaduras (Trousdale y Kim,
2015).
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El reclutamiento del complejo proteico al endosoma se da por el CRC, por lo que
este también media la seleccion de las proteinas a reciclar. Dicho reclutamiento
inicia con la unién de la proteina Vps35 (Figura 2, color rojo) a secuencias de
aminoacidos hidrofébicos y arométicos presentes en la porcion citosélica de
receptores en la membrana endosomal (Trousdale y Kim, 2015). Vps35 también
tiene la funcién de interaccionar/reclutar a las otras proteinas que componen el CRC
(Vps26 y Vps29), esto mediante la unién del motivo PRLYL ubicado hacia el N-
terminal de Vps35 a Vps26 (Figura 2, color azul) y en el caso de Vps29 (Figura 2,
color verde), la porcion C-terminal de Vps35 interacciona con el dominio de
fosfoesterasa de Vps29 (Trousdale y Kim, 2015; Bonifacino y Hurley, 2008). Al CRC
se le une al heterodimero de proteinas SNX, por las proteinas Vps29 y Vps35
(Bonifacino y Hurley, 2008). Adicionalmente la familia de proteinas SNX tiene dos
dominios: el dominio PX (Phox homology) que es responsable de la unién con
fosfatidilinositol 3-fosfato (PI1(3)P) presente en la membrana por lo que permite el
reclutamiento de estas proteinas hacia endosomas en transicion de temprano a
tardios de una forma independiente del CRC; y el dominio BAR (Bin-anfifisina-RVs)
necesario para la union con otra proteina SNX, dicha unién le da la capacidad de
curvarse la cual es caracteristica del heterodimero de proteinas SNX util para la
formacion de alargamientos de una parte del endosoma que daran paso a la
formacién de una nueva vesicula con los receptores de la membrana de endosomal
que sera reciclados (Figura 1, flecha verde) (Trousdale y Kim, 2015; Bonifacino y
Hurley, 2008; Watanabe et al., 2018; Deng et al., 2013).

10

—
| —



Vps29/Vps35 -
AE2UAUSENE o inio PX Dominio BAR

Vps26
(motivo PRLYL)

SNX SNX

Dominio Vps35 1)/ D525

Vps35

Figura 2: Complejo proteico retrobmero

El complejo de reconocimiento de carga (CRC) esta compuesto por tres proteinas Vps35 (rojo), Vps26 (verde) y Vps29
(azul). Las proteinas SNX (morado) forman dineros que interaccionan con el CRC y la membrana del endosoma para
formar las estructuras tubulares caracteristicas del retrémero (Figura modificada de Bonifacino y Hurley, 2008)).
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Figura 3: Funciones del complejo proteico retromero.

El retromero tiene una funcion principal en el reciclaje de receptores que median el transporte de proteinas (Proteina X)
desde el aparato Golgi. Ademas, tiene un papel durante infecciones bacterias y en infecciones virales. Los virus HPV, HIV
y HVS utilizan el reconocimiento del retromero para ser evitar la degradacion de las proteinas que formaran nuevos virus.En
el caso de HVS mediante la unién de la troteina Trip (amarillo) con la proteina Vps35 inhibe la formacion del complejo
proteico retromero. En las bacterias Shigellady senteriae y Escherichia coli con la produccion de toxinas, al ser
internalizadas son reconocidas por el retromero para evitar su degradacion y ser transportadas al reticulo endoplasmatico
(ER). donde impiden la sintesis de proteinas.
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1.2.1.2.1 Funciones del complejo proteico retromero

La funcién mejor caracterizada del complejo proteico retromero es el reciclamiento
de receptores en la membrana, siendo el ejemplo de Saccharomyces cerevisiae con
Vps10, en mamiferos con el receptor de manosa 6-fosfato independiente de
cationes (Figura 4) (CI-MPR) y SORT (Sortilin) (Trousdale y Kim, 2015; Bonifacino
y Hurley, 2008). Dichos receptores son reconocidos por la proteina Vps35 por
secuencias de aminoacidos de tipo hidrofébico y aroméatico variantes, en caso de
CI-MPR es WLM y Vps10 es FYVFSN (Trousdale y Kim, 2015; Bonifacino y Hurley,
2008). Estos receptores llevan los precursores de hidrolasa acida recién
sintetizados desde el Aparato de Golgi a los endosomas para su posterior
administracion a la vacuola y a los lisosomas, respectivamente (Trousdale y Kim,
2015). Tras la liberacion de su ligando (precursores de hidrolasa acida) estos son

reconocidos por la proteina Vps35 del retromero.

Otros receptores reciclados por el retromero incluyen Sortilina que es reconocido
por la secuencia FLV, SorLA/SorL1 (Sortilin-related receptor L) se reconoce por la
secuencia FTAFANSHY, AtVSR1 (Vacuolar sorting receptor in Arabidopsis
thaliana), Wntless (WIs) receptor de Wnt, DMT1 (Divalent Metal Transporter 1) en
el que se reconoce la secuencia YLL, B2ARs (Beta-2 adrenergic receptors) que es
reconocido por la secuencia PDZ, APP (Amyloid Precursor Protein), BASE1 (G-
Secretase-1). (Das et al., 2012; Trousdale y Kim, 2015; Shimada et al., 2006; Fiji et
al., 2007; Seaman, 2012)

El retromero tiene un papel durante el mecanismo de infeccién de tres virus, Virus
de la Inmunodeficiencia Humana Tipo-1 (VIH-1), Virus del Pappiloma Humano del
serotipo 16 (PVH-16) y Herpesvirus saimiri (HVS), esto debido a que el proceso de
formacion de nuevas particulas virales en una célula infectada requiere del
secuestro de la maquinaria su célula huésped (Trousdale y Kim, 2015). En VIH-1 la
glicoproteina de la envoltura (Env) se une directamente a los componentes del
retromero Vps35 y Vps26, evento que tiene como fin evitando su deteccion por el

sistema inmune transportar esta proteina del endosoma al aparato de Golgi
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(Trousdale y Kim, 2015; Groppelli et al.,, 2014). En VPH dos proteinas que
componen la capside (L1 y L2) son separas por las proteinas ciclifilina y SNX17,
una vez separada la proteina L1 se une a los tres componentes del CRC y migra
hacia el lisoma, mientras L2 unido al genoma viral se une a SNX17 y se moviliza
hacia el aparato de Golgi (Pim et al., 2015; Popa et al., 2015). En HVS el proceso
de infeccion interrumpe directamente la fusién del CRC, mediante la interaccion de
la proteina Trip (Tirosina cinasa) a Vps35, las cuales se movilizan hacia el lisosoma
(Figura 4) (Trousdale y Kim, 2015).

En las bacterias causantes de infecciones gastrointestinales, Shigellady senteriae
productora de la toxina Stx (Shiga toxin) y Escherichia coli enterohemorragica
productora de verotoxina (Trousdale y Kim, 2015; Jia—Jia, 2016). Estas toxinas son
internalizadas por los receptores en la membrana plasmatica de células epiteliales
del intestino, después son transportadas al aparato de Golgi por medio de la unién
a proteinas SNX de donde migra al reticulo endoplasmaético para bloquear la sintesis

de proteinas (Figura 4) (Bujny et al., 2007).

1.2.2 Trafico vesicular en E. histolytica

En el parasito E. histolytica los procesos de endocitosis y exocitosis juegan un papel
clave para el transporte de las moléculas implicadas en el proceso de colonizacion
antes descrito (adhesion, induccién de citotoxicidad y fagocitosis). Ademas, el trafico
vesicular es un evento fundamental, ya que E. histolytica depende de fuentes
exdgenas para acceder a nutrientes (fagocitosis de microorganismos en el intestino
grueso y células del huésped) y la secrecion de las proteinas implicadas en cada
uno de los mecanismos de patogenicidad (Chelsea y William, 2014).

1.2.1.1.1 El retrémero en E. histolytica

En E. histolytica, el retromero segun un analisis in silico del genoma de la cepa HM-
1: IMSS reportado por Loftus et al. (2005), esta formado Unicamente por el complejo
de carga (CRC) que incluye a las proteinas: Vps26, Vps29 y Vps35, y al momento

no se conocen genes ortélogos de las proteinas SNX de levadura (Vps5 y Vpsl7) o
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de mamifero (SNX1, SNX2, SNX5 y SNX6) con los dominio caracteristicos de este
tipo de proteinas (PX y BAR) descritos antes (Bonifacino y Hurley, 2008; Nakada-
Tsukui et al., 2005). Segun lo cual, el retromero identificado por Nakada-Tsukui y
colaboradores (2005) en E. histolytica se integra por tres proteinas denominadas
EhVps26, EhVps29 y EhVps35 (Tabla 1) se denominé retromero-like. Este
complejo proteico tiene un peso molecular de 300 a 500 kDa y se reclutan de forma
tipica, es decir el extremo N-terminal de EhVps35 interacciona con el C-terminal de

EhVps26 y el C-terminal de EhVps35 interacciona con el C-terminal de EhVps29.

Tabla 1. Caracteristicas de las proteinas que integran el retrobmero en E.
histolytica.

EhVps26 413 48 4.96 44% 38%
EhVps29 185 20.8 5.56 56 % 35 %
EhVps35 757 87.2 5.46 27 % 22%

Recientemente en E. histolytica se han identificado dos proteinas con el domino PX
y ausencia del dominio BAR necesario para la dimerizacion de las proteinas SNX
que fueron nombradas EnSNX1 y EnSNX2 (Watanabe et al., 2018). Estas proteinas
tienen unidos a PI3P y se localizan en fagosomas. Sin embargo, hasta el momento
no se ha demostrado una interaccién proteina-proteina entre estas SNX y las

proteinas del complejo retromer-like de E. histolytica (Watanabe et al, 2018).

Debido a la ausencia del motivo BAR caracteristico de las proteinas SNX EhSNX1
y EhSNX2, se plantea la posibilidad de que la regulacion de la funcion del retromero
en E. histolytica esté relacionado con GTPasas pequefias, especialmente las del
tipo Rab7 (Bonifacino y Hurley, 2008). Esta hipotesis esta basada en la interaccion
de la proteina Rab7A en estado activo (GTP-Rab7A) con el C-terminal de la proteina
Vps26 del retromero (Nakada-Tsukui et al., 2005). La importancia de la interaccion
de las GTPasas pequeiias con el retromero en E. histolytica para su funcion, se
sustenta ademas en la presencia de multiples genes para este tipo de proteinas en

el genoma amibiano y de su interaccién con vesiculas. Especialmente las GTPasas
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pequeinas de tipo Rab tienen 102 genes, pero solo para algunas de estas se ha
demostrado su funcién en la secrecion de proteinas como cisteina proteasas,
amebaporos y la lectina Gal/GalNac (Bosch y Siderovski, 2013; Nakada-Tsukui et
al., 2010; Welter y Temesvari, 2009; Saito-Nakano et al., 2004; Saito-Nakano et al.,
2007; Bonifacino y Hurley, 2008; Nakada-Tsukui et al., 2005).

Experimentalmente también se ha demostrado la ubicacion de la proteina EnVps26
en co-localizacion con la proteina Rab7A en condicion basal dispersa en el
citoplasma, relocalizandose hacia PPV y fagosomas a los 5 y 30 minutos de
eritrofagositosis (Nakada-Tsukui et al.,, 2005). Adicionalmente, se plantea al
retromero con una funcién en el reciclaje de un receptor de cistein proteasas (CP) y
por un andlisis in silico de Diaz-Hernandez (2017) en su tesis de maestria se predice
una interaccione del complejo ESCRT-Il (EhVps22, EhVps25 y EhVps36),
especificamente entre dos proteinas EhVps36 y EhVps25 con la proteina central del
CRC del retromero EhVps35 (Bosch y Siderovski, 2013; (Nakada-Tsukui et al.,
2010).
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2. JUSTIFICACION

El trafico vesicular juega un papel importante en la seleccion de proteinas que van
hacia una via de degradacion o de reciclaje, asi como en la secrecion de proteinas
gue participan en la patogénesis de E. histolytica. Los trofozoitos de este organismo
al depender de la endocitosis para su nutricibn son organismos altamente
fagociticos, resultado de esto el trafico vesicular tiene un papel central en su biologia

y por ende en la expresion de su virulencia.

El complejo proteico retrémero en otros eucariontes ha sido descrito con un papel
en la seleccion de proteinas que seran transportadas desde el endosoma al aparato
de Golgi y de ahi hacia la membrana plasmatica. Hasta el momento no existen
estudios que caractericen la expresion de las proteinas formadoras del retrdmero-
like en E. histolytica durante la fagocito sis, ya que el Unico estudio previo del
retromero en este organismo analiza la relocalizacion de EhVps26 durante el
proceso de eritrofagocitosis durante 5y 30 min. Por lo que, es importante dilucidar
el papel del resto de las proteinas que conforman el retrémero-like en E. histolytica
no solo a nivel de localizacién. Particularmente el estudio de la proteina identificada
como central para el retromero en eucariontes superiores (Vps35) por ser la encarga
de seleccionar las proteinas que seran recicladas y reclutar el resto de las proteinas
del retromero (Vps26, Vps29 y SNX), en el caso particular de E. histolytica ayudaria
a comprender de la relacién entre el reciclaje de proteinas durante la fagocitosis y
los procesos de patogenicidad.
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3. HIPOTESIS

Como parte del complejo retromero-like de E. histolytica, EhVps35 participa durante

el proceso de fagocitosis.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar a la proteina EhVps35 durante la fagocitosis en E. histolytica.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar un andlisis in silico a la proteina EhVps35 de E. histolytica.

e Determinar los niveles de transcripcion del gen Ehvps35 durante la
eritrofagocitosis de E. histolytica.

e Establecer los niveles de expresion de la proteina EhVps35 durante la
eritrofagocitosis de E. histolytica.

¢ Analizar la localizacion la proteina EhVps35 durante la eritrofagocitosis

de E. histolytica
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5 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Figura 4: Estrategia experimental
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6. MATERIALES Y METODOS

Con el fin de identificar las secuencias homélogas a Vps35 de humano (Homo
sapiens, ID de NCBI: NP_060676) y levadura (ScVps35 de Saccharomyces
cerevisiae, ID de NCBI:NP_012381) en el proteima de E. histolytica, se realiz6 un
alineamiento de las secuencias de aminoacidos de HsVps35 o ScVps35 utilizando
un BLAST (por sus siglas en inglés Basic Local Alignment Search Tool) en la base
de datos AmoebaDB. Con lo que se encontraron cinco secuencias, que fuerén
nombradas en el trabajo como EhVps35-A (EHI_096520), EhVps35-B
(EHI_086580), EnVps35-C (EHI_411950), EhVps35-D (EHI_002990) y EhVps35-E
(EHI_168080).

Las cinco secuencias identificadas en AmoebaDB fueron comparadas con HsVps35
y ScVps35 por medio de un alineamiento basado en el programa Clustal Omega
1.2.4. Los resultados se visualizaron en Jalview 2.10.1. Ademas, se predijo la
estructura terciaria en las bases de datos I-TASSER y RaptorX. Dichos modelos, se
eligieron mediante un analisis en ERRAT, Verify3D, ProSA-web y Rampage
(Assessment of the Ramachandran Plot), para determinar el modelo con la mayor
estabilidad y similitud con el cristal de HsVps35 (5FO0K para la region N-terminal y
2R17 parala region C-terminal) disponibles en PDB (por sus siglas en inglés Protein
Data Bank). El alineamiento estructural se realizé en RaptorX Structure Alignment
Server. La busqueda de los dominios funcionales se hizo usando las bases de datos
SMART (por sus siglas en inglés Simple Modular Architecture Research Tool) y
Pfam 31.0.

Con base en el mayor porcentaje de identidad con las secuencias de HsVps35 y
ScVps35, presencia del motivo PRLYL hacia el N-terminal y el mayor valor de

identidad estructural con respecto al cristal de HsVps35 se selecciono a la

20

—
| —



secuencia que fue utilizada para los analisis in silico posteriores para predecir las

interacciones con otras proteinas y la relacion de EhVps35 con la membrana.

El modelo de predictivo de las interacciones de EhVps35 con otras proteinas se
realice usando el programa STRING 10.5. Finalmente, la determinacion de la
relacion de EhVps35 con la membrana se determiné mediante la identificacion de
regiones trasnémbrales en los programas TMAP, TMHMM 2.0, CCTOP y HMMTOP,
para por ultimo hacer un modelo 3D que refleja la ubicacién de las regiones
transmembranales en la proteina para determinar el tipo de proteina (periférica o

transmembranal) en el programa OPM (Orientations of Proteins in Membranes).

6.2 Cultivo de trofozoitos de E. histolytica

Trofozoitos de de E. histolytica HM1: IMSS clona A (Orozco, et al., 1980) fueron
cultivados en un medio axénico TYI-S-33 a 37 °C (Diamond, et al., 1978)
suplementado con 10% de suero bovino, una mezcla de vitamina Diamond (JRH,
Biosciences), 1.2 U/ml de penicilina (Lakside) y 1.4 mg/ml de estreptomicina
(Lakeside). Estos

6.3 Ensayos de eritrofagocitosis de E. histolytica para extraccion de
proteina totales y RNA

Los trofozoitos que se usaron fueron tratados por 10 min en hielo para promover su
desprendimiento de cualquier sustrato y realizar el conteo respectivo en la cAmara

de Neubauer usando la siguiente formula:

<N o.amibas en los cuatro cuadrantes

2 ) X (Factor de dilucion) = amiba/ml
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Los eritrocitos fueron obtenidos de una muestra de sangre humana lavada tres
veces con la solucion Alsever (glucosa 2.05%, cloruro de sédico 0.42%, acido citrico
0.055%) con centrifugaciones a 3 000 rpm por 5 min entre cada lavado. Los
eritrocitos aislados se contaron en una cdmara de Neubauer usando la siguiente

formula:

(No. eritrocitos

z ) X (25 X 10000 X Factor de dilucion) = eritrocitos/ml

La cinética de eritrofagocitosis se realiz6 con la interaccion de un millon de
trofozoitos de E. histolytica, los cuales estuvieron en contacto con veinticinco
millones de eritrocitos en medio TYI sin suero a 37 °C por 5, 15, 20, 30, 60 y 90
minutos, que fueron comparados con amibas en condicion basal (sin contacto con
eritrocitos). Finalizado el tiempo de interaccion se us6 agua estéril a 4 °C para
causar la hemolisis de los eritrocitos no fagocitados.

6.4.1 Extraccion de RNA total de E. histolytica

Trofozoitos de E. histolytica (HM1: IMSS de la clona A) procedentes de una cinética
de eritrofagocitosis, se centrifugaron a 1 700 rpm por 7 min a 4 °C, la pastilla
resultante se resuspendié en 200 yl de TRIzol® (Invitrogen) y se almacenaron a -
70 °C hasta su uso. A dicha muestra se le agregd 30 ul de cloroformo y se incubé
por 3 min. Posteriormente, se centrifugé a 13 000 rpm por 15 min a 4 °C. Se
recupero la fase acuosa Unicamente y se le adicionaron 500 ul de isopropanol por
cada mililitro de TRIzol® (Invitrogen). Esto se mezcld por inversion y se incubo por
10 min, para ser centrifugado a 13 000 rpm durante 10 min a 4 °C. Finalmente, se
descarto el sobrenadante, la pastilla se resuspendié en 500 pl de etanol al 75% y
se centrifugd a 8 000 rpm por 5 min a 4 °C. Este procedimiento se repitié dos veces

y la pastilla se resuspendié en 30 ul de agua DEPC (dietilpirocarbonato) para ser
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cuantificar el RNA en el espectrofotometro NanoDrop TM Life y visualizado usando

750 ng de RNA en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

6.4.2 Disefio del primer paralos ensayos de RT-gPCR del gen Ehvps35 de E.
histolytica

Para la cuantificacion del mMRNA de del gen Ehvps35 (ensayo de RT-gPCR o
Quantitative reverse transcription PCR) se disefi6 un par de primers que
amplificaran como méximo 200 pb y tuvieran una Tm (Primer Melting Temperature)
de 60 °C. El disefio se realiz6 en la plataforma Primer3 usando la secuencia del gen
Ehvps35 (EHI_002990) de E. histolytica. Las secuencias obtenidas se analizaron
en el programa OligoAnalyzer 3.1 para verificar que la formacion de estructuras
secundarias, homodimeros y heterodimeros fuera a temperaturas diferente a la

temperatura de alineamiento, segun lo cual se eligio el siguiente par de primers:

Tabla 2: Primers disefiados para la amplificacion del gen Ehvps35.

Ubicacion en | Secuencia Tm
el gen Ehvps35 (°C)
(pb)
Sentido 1567 a 1587 GCTGCGCCATTAATTTTTGT 60.1
Ehvps35

Antisentido 1735a 1755 TACCAGCTTCACATGCTCCA 60.41 50
Ehvps35

Adicionalmente se verifico la especificidad de los primers con un alineamiento en
las bases de datos NCBI y AmoebaDB, segun lo cual Unicamente la secuencia
resultado de dicho alineamiento fue correspondiente al gen Ehvps35 (NCBI ID:
EHI_002990).
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6.4.3 Cuantificacion del mRNA del gen Ehvps35 durante una cinética
de eritrofagocitosis de E. histolytica

Para la cuantificacion del mMRNA de del gen Ehvps35 se realizdé un ensayo de RT-
gPCR (Quantitative reverse transcription PCR) de muestras de RNA procedentes
de trofozoitos de una cinética de eritrofagocitosis. La amplificacion se realiz6 a partir
de muestras de RNA de trofozoitos de E. histolytica procedentes de una cinética de
eritrofagocitosis  (Seccion 6.4) usando los primers FW Ehvps35 (5
GCTGCGCCATTAATTTTTGT 3") y RV Ehvps35 (5" TACCAGCTTCACATGCTCCA
3") con el kit KAPA SYBR FAST One-Step RT-gPCT Master Mix (2X) en un volumen
final de 10 ul en las siguientes condiciones de amplificacién: 42 °C por 5 min, 95 °C
a 3 min, seguido de 40 ciclos de amplificacion con 95 °C por 3 seg y 60 °C por 30
seg, seguido de la curva de disociacion. Los resultados obtenidos se analizan con
el método de 2-22CT normalizando los resultados, usando como gen endégeno el S2
40S ribosomal de E. histolytica y finalmente los resultados obtenidos de la condicién

basal, dato al que siempre se le dio el valor de 1.

6.5 Clonacion del fragmento Ehvps35(1-1428 pb) de E. histolytica

6.5.1 Disefio del primers para la clonaciéon del fragmento Ehvps35(1-1428 pb) de
E. histolytica

Los primers se disefiaron para amplificar la secuencia correspondiente al extremo
N-terminal de proteina EhVps35, denominado fragmento Ehvps35(1-1428 pb). Se usé
la plataforma Primer3 y la secuencia del gen Ehvps35 (EHI_002990) de E.
histolytica, las secuencias obtenidas se analizaron en OligoAnalyzer 3.1 para
determinar que la formaciébn de estructuras secundarias, homodimeros vy
heterodimeros fuera a temperaturas diferente a la temperatura de alineamiento,
segun lo cual se eligi6 el par de primers sentido Ehvps35(-1428) ¥ antisentido

Ehvps35@-1428) (Tabla 3). A dichos primers se les incorporo un par de nucleétidos
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cisteina o guanina hacia el extremo 5°, ademas de la secuencia que reconocen las

enzimas Kpnl (Tabla 3, color verde) o BamHI (Tabla 3, color azul)

Tabla 3: Primers diseflados para la amplificacion del fragmento
Ehvps35(1-1428 pb).

Verde: secuencia reconocida por la enzima Kpnl. Azul: secuencia reconocida
por la enzima BamHI

Sentido CCGGTACCATGAGTCGTCCACAACGAGA 59.3 50
Ehvps35(-1428)
Antisentido GGGGATCCTTTTATATCATCTGGTTGATCTTG 55.2 29.2
Ehvps35(1-1428)

Los primers elegidos amplifican un producto de 1428 pb. Adicionalmente se verificd
la especificidad de los primer con un alineamiento en las bases de datos de NCBI y
AmoebaDB, segun lo cual unicamente reconocimiento fue el gen Ehvps35 de la
secuencia con la que fue disefiado (EhVps35-D con numero de acceso
EHI_002990).

6.5.2Produccion de Escherichia coli competentes de las cepas DH5a y BL21

Bacterias E. coli de la cepa DH5(] fueron cultivadas en 5 ml de medio Luria-Bertani
(LB: 10 g de triptona; 5 g extracto de levadura, 10 g NaCl, 950 ml de agua
desionizada) a 37°C con movimiento contante (170 rpm) por 16 horas.
Posteriormente se hizo un nuevo cultivo con 40 ml de medio LB, al que se inoculd
400 pl de cultivo inicia. Dicho cultivo se mantuvo en las condiciones antes descritas,
hasta que se tuvo una densidad Optica de 0.4, a una longitud de onda de 600 nm.
El cultivo se cosecho por centrifugacion a 1700 rpm a 4 °C por 5 min, la pastilla se
resuspendio en 20 ml de CaCl2 50 mM a 4 °C y se incubo durante 20 min a 4 °C.
Terminando este tiempo la muestra se centrifugd en las mismas condiciones y la
pastilla se resuspendié en 4 ml de CaCl250 mM a 4 °C. Finalmente las bacterias

competentes se guardaron a 4 °C hasta su uso.
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La produccion de bacterias competentes para E. coli cepa BL21 se realiz6 de la
misma forma que en la cepa DH5a, excepto que se cultivaron en medio LB

adicionado con cloranfenicol a una concentracién de 34 pg/ml.

6.5.3 Amplificacion del fragmento Ehvps35(-1428 pb) de E. histolytica

A partir de RNA de E. histolytica (Seccion 6.4) se obtuvo DNA complementario
(cDNA) utilizando el kit “First Strand cDNA Synthesis kit for RT-PCR”, en las

condiciones descritas por el proveedor.

La amplifico el fragmento Ehvps35 (1-1428 pb) usando cDNA de E. histolytica, los
primers FW Ehvps35 N-terminal y RV Ehvps35 N-terminal (Seccién 6.5) usando las
condiciones descritos para el kit KAPA Hifi Hot Start PCR, con el siguiente
programa: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos ( 20
segundos a 98 °C, 5 minutos a 60 °C y 30 segundos a 72 °C) y finalmente un
extension final a 72 °C por 1 min. Los productos de PCR se analizaron en geles de
agarosa al 1%, en amortiguador TAE (Tris-Acetato-EDTA) y tincion con bromuro de
etidio. La banda del amplificado de 1428 pb se corté del gel de agarosa y se

almaceno a -20 °C hasta su uso.

Las bandas correspondientes con el fragmento de interés se purificaron con el kit
“GenedET Gel extraction” (Thermo scienyific) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. EI DNA obtenido se cuantifico por espectrofotometria a 260/280 nm

(Nanodrop) y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

6.5.4 Ligacion del fragmento Ehvps35-1428 pb) al vector de clonacion
pJET1.2/blunt

El vector de clonacion pJET1.2/blunt (Thermo Scientific™) fue elegido debido a que
permite la ligacion directa de productos de PCR que posean extremos romos
generados por la DNA polimerasa de alta fidelidad, por lo que el fragmento Ehvps35

(1-1428 pb) amplificados y purificado (Seccién 6.6.2) se ligé sin pasos adicionales
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usando el kit “CloneJET PCR Cloning” (Thermo Scientific™) segln las
especificaciones del proveedor. Debido a que el Ehvps35 (1-1428 pb) tiene un
tamafo de 1428 pb se utiliz6 75 ng del dicho amplificado para la reaccion de
ligacion. Los productos de la ligacion (pJET1.2/Ehvps35 (1-1428 pb)) se
almacenaron a -20 °C hasta su uso.

6.5.5 Transformacién de E. coli DH5a con la construccion
PJET1.2/Ehvps35(i-1428 pb)

Una alicuota de 100 pl de bacterias E. coli de la cepa DH5a competentes (Seccion

6.6.1) se colocaron en interaccion con los productos de la reaccion de ligacion

(Seccidén 6.6.3). La mezcla se incubd durante 15 min a 4 °C, posteriormente se dio

un choque térmico a 42 °C por 45 segundos, seguido por una incubacion a 4 °C por

5 minutos. Al término de este tiempo se adicionaron 300 pl de medio LB y se incubo

una hora a 37 °C en agitacion (200 rpm).

Las células transformadas fueron espatuladas en cajas Petri con medio agar LB
adicionado con ampicilina a 100 pg /ml para las células DH5a. Las placas se
incubaron por 16 horas a 37 °C. Finalmente se verificé por PCR-colony (usando las
condiciones descritas en la Seccion 6.6.2) que las colonias crecidas en la caja Petri
tuvieran la construccion (pJET1.2/Ehvps35 (1-1428 pb)), aunque es importante
sefialar que el vector pJET1.2/blunt (Thermo Scientific™) posee un gen letal en el
sitio de clonacién, por lo que solo las células que poseen los plasmidos

recombinantes son capaces de sobrevivir.

6.5.6 Purificacion de la construccion pJET1.2/Ehvps35(1-1428 pb)

Se tomo muestra de una colonia de E. coli de la cepa DH5a verificada por PCR-
colony con la construccién la construccion pJET1.2/Ehvps35(-1428 pb), para
cultivarla en 5 ml de medio LB por 16 horas a 37 °C con agitacion constante (180
rpm). El medio fue suplementado con 100 pg/ml de ampicilina. A continuacion, las
bacterias se cosecharon por centrifugacion a 14 000 rpm por 1 minuto a temperatura
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ambiente. De la pastilla resultante se extrajo el plasmido utilizando el kit “QUIAGEN
Plasmid Purification” (QUIAGEN) de acuerdo a las indicaciones del fabricante.
Finalmente, plasmido purificado se resuspendio en 25 ul de agua libre de nucleasas,
se cuantifico en el espectrofotdmetro NanoDrop TM Life y se visualizé un gel de
agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio. Se guardé a -20 °C hasta su uso.

6.5.7 Ensayo de restriccion de la construcciéon pJET1.2/Ehvps35(1-1428 pb)

La restriccion se realiz6 con las enzimas Kpnl y BamHI Fast Digest (Thermo
Scientific). La mezcla de reaccion utilizada fue la siguiente 2 pl de amortiguador Fast
Digest 10X, 1 ug de DNA plasmidico, 1ul de cada enzima, en n volumen final de 20
pl aforado con agua libre de nucleasas. La reaccion se mezclé se incub6 por 16
horas a 37 °C y se inactivo a 80 °C durante 5 min. Al producto de la digestion se
agrego6 5 pl de buffer Gel Loading Dye Blue 6X para ser analizaron en geles de
agarosa al 1%, en amortiguador TAE (Tris-Acetato-EDTA) tefiidos con bromuro de
etidio. La banda correspondiente al fragmento Ehvps35(1-1428 pb) se purific6 como

se describié en la seccién 6.6.5.

6.5.8 Ligacion del fragmento Ehvps35(1-1428 pb) al vector pColdl

La ligacion del fragmento Ehvps35(1-1428 pb) digeridos y purificados (Seccion 6.6.7)
al vector de expresion pColdl digerido con las mismas enzimas de restriccion se
hizo utilizando el kit “Rapid DNA ligation” (Thermo Scientific™). Se mezclé para la
reaccion: 100 ng del vector pColdl digerido, 300 ng del inserto, 4 ul del amortiguador
de ligacion rapida 5X, 1 ul de la T4 DNA ligasa, que se llevd a un volumen final de

20 pl con agua libre de nucleasas. La mezcla e incubo a 22 °C por 5 min.

El producto de la se utiliz6 para transformar bacterias E.coli de la cepa DH50 de la
manera que ya se explicé antes (Seccion 6.6.4). Las colonias donde se verifico la
presencia del fragmento de interés por PCR-colony fueron crecidas en medio LB
para la purificacion de la construccion pColdl/Ehvps35(1-1428 pb) como se describid

en la seccién 6.6.5
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6.5.9 Secuenciacion de la construccién pColdIl/Ehvps35-1428 pb)

De forma preliminar para la identificacion del gen Ehvps35 y la identificacion de
errores en el marco de lectura de la construccion pColdl/Ehvps35(1-1428 pb) se realizo
la secuenciacion de dicha construccion usando las primeras 500 pb del Ehvps35.
La reaccion de amplificacion requerida para la secuenciacion se realizé con el kit
“BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing”, usando las especificaciones del
fabricante. La amplificacion se llevdo a cabo en un termociclador Eppendorf,
utilizando el siguiente programa desnaturalizacion inicial a 96 °C durante 5 min y 30
ciclos: 96 °C por 30 segundos, Tm del primers por 30 segundos y 60 °C por 4 min.

Se realizo el primer sentido EhVps35(1-1428).

La precipitacion de la reaccion de secuenciacion se realiz6 mediante la adicion de
60 ul de etanol absoluto, donde se incub6 a temperatura ambiente por 30 minutos
cubierto de la luz. Después, la mezcla se centrifugo a 14000 rpm durante 20 min, la
pastilla se lavd dos veces con 250 ul de etanol al 70%. Para eliminar el
sobrenadante se centrifugo a 14000 rpm por 5 min y se eliminé la totalidad del
etanol. Finalmente, la muestra se envié a la unidad de secuenciacion del
CINVESTAYV, unidad Zacatenco.

6.1.10 Induccidn de las proteinas recombinantes His-EhVps35(1-476 aa)

Bacterias E. coli de la cepa BL21 fueron transformadas con la construccion
pColdl/Ehvps35(1-1428 pb) como se describe en la seccion 6.6.5. Una colonia de la
cepa transformada se inoculo en 5 ml de medio LB adicionado con 100 pg/ml
ampicilina, las bacterias se crecieron a 16 °C con agitacion constante a 170 rpm por
16 horas, con un previo choque térmico de 20 min en hielo. El cultivo se dejo crecer
hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.8 a 600 nm. La induccion de la proteina
recombinante se realiz6 por la adiciéon de IPTG (isopropil-B-D-1-tio-galactésido)
hasta una concentracion de 0.1 mM e incubdndose durante 16 h a 37 °C. Los

cultivos se centrifugaron a 8,000 g durante 20 minutos. Adicionalmente un volumen

29

—
| —



de 1ml del cultivo inducido se cosecho por una centrifugacién a 13, 000 por 10 min
y estas pastillas se resuspendieron con 100 ul de amortiguador de muestra 5X (Tris-
HCI 0.5 M pH 6.8, glicerol 26%, SDS 10%, azul de bromofenol 0.05% y 5 ul de -
mercaptoetanol) y posteriormente las mezclas se pusieron a 98 °C durante 5 min.
Las muestras se analizaron por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 12% cargando 30 pl de las

muestras de cada condicién por pozo.

Los trofozoitos procedentes del ensayo de eritrofagocitosis, fueron tratados por 10
min en hielo para revertir la adhesion a cualquier sustrato y favorecer la hemolisis
de los eritrocitos no fagocitados durante el ensayo. Posteriormente se centrifugo a
1,700 rpm por 7 min. La pastilla obtenida se resuspendi6 en PBS 1Xy se centrifugo
en las mismas condiciones, la nueva pastilla se resuspendié en una mezcla de
inhibidores de proteasas segun la siguiente proporcion: 1 ml de PHMB 100 mM por
cada 30 millones de trofozoitos de E. histolytica, 25 ul de E-64 1 mg/ml por cada 10
millones de amibas y 20 pl del cocktail de inhibidores de proteasas (PMSF 100 mM,
benzamidina 49 mM, aprotinina 0.087 mM, peptatina A 0.1777 mM, leupeptina
0.2858 Mm y E-64 0.6824 mM) por cada 10 millones de amibas. Después, las
muestras se incubaron en nitrégeno liquido por 5 min y se almacenaron a -70 °C
hasta su uso. Antes de ser empleadas, las muestras fueron cuantificadas usando el
espectrofotometro NanoDrop TM Life y se agregd un volumen de buffer de muestra
2X (Tris-base 0.125 M a pH 6.8, SDS 4%, glicina 20%, B-mercaptoetanol 10% y Azul

de bromofenol 0.1%) y se incubaran a 100 °C por 3 min.

A fin de tener anticuerpos policlonales especificos para el reconocimiento de la

proteina EhVps35 en trofozoitos de E. histolytica se disefio un péptido a partir de la
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secuencia de aminoacidos de la proteina EhVps35, que serd inoculado en ratones

de la cepa BALB/c para obtener anticuerpos policlonales a-EhVps35.

El disefio del péptido se realiz6 usando los programas ABCpred y BCEpred, usando
la secuencia de aminoacidos de la proteina EhVps35-D de E. histolytica (NCBI ID:
EHI_002990). De las secuencias obtenidas por ambos programas se eligio al
péptido ubicado de 30 a 45 aa en la secuencia de EhVps35-D, que abarca la
siguiente secuencia: ESEIMNAALNNKDLSK (Figura 4, azul) con base en su valor
de SCORE y su exposicion. El péptido elegido de los programas fue comparado con
la secuencia de 22 aminoacidos (MSRPQRDSVFYSEEEQGNEVKR) propuesta en
articulo de Nakada-Tsukui y colaboradores (2005) (Figura 4, verde). La
comparacién se realizé a nivel de exposicion (ubicacién en la estructura terciaria
predicha para EhVps35) y valores de SCORE, lo cual representa los requerimientos
necesarios para ser un buen inmunogénico. Finalmente se realiz6 un BLAST con la
secuencia de los péptidos candidatos para identificar posibles reconocimientos

inespecificos por los anticuerpos que se obtendran.
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Figura 5: Ubicacion del péptido disefiado para la inmunizacion en ratones.
Azul: péptido ubicado en el aminoacido 30 a 46 (ESEIMNAALNNKDLSK). Verde: péptido hubicado del aminoacido 1 a
22 (MSRPQRDSVFYSEEEQGNEVKR) usado por Nakada-Tsukui y colaboradores (2005). Rojo: EhVps35.
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El péptido ESEIMNAALNNKDLSK se inocul6 por via intramuscular e intraepitelial
en ratones machos de la cepa Balb/c. Realizar ando cuatro inoculaciones con 80 ug
del péptido en una relacién volumen/volumen con el adyuvante TiterMax Gold
(Sigma Aldrich, T2684) cada 15 dias segun la Figura 5.

La titulacion y especificidad del anticuerpo policlonal a-EhVps35 se realiz6 mediante
un ensayo de Western-blot (Seccion 6.9) a partir de extractos totales de amiba y el
suero obtenido de una muestra de sangre. Las muestras fueron previo a la
inoculacion del péptido (suero preinmune por sangrado retroorbital) y en el dia 60
cuando se realiz6 el sangrado en blanco por puncién cardiaca, seguido del sacrifico
a los animales por dislocacién cervical (Figura 3). Para obtener el suero de la
muestra de sangre se incubd por una hora a 37 °C y posteriormente se centrifugé a
3 000 rpm por 20 min, se recupero el suero, que se alicuotdé y almaceno a -20 °C

hasta su uso.

Finalmente, se verifico el reconocimiento especifico del suero obtenido de los
ratones inmunezados mediante un ensayo de Western-blot (Seccién 6.5) con los
extractos de proteina total de bacterias Escherichia coli cepa BL21 con la

contruccion pColdl/Ehvps35 inducidas como se describe en la seccion 6.6.
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Figura 6: Esquema de inmunizacién del péptido de la proteina EhVps35 en ratones.
Se tomo6 una muestra se sangre de ratones (cepa BALB/c) previo a la inoculacién de péptido con el adyuvante TiterMax Gld.
La inmunizacion se repitié cada 15 dias y finalmente se realizdé un sangrado en blanco y el sacrificio del animal en el dia 60.
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Los extractos proteicos fueron separadas por peso molecular mediante una
electroforesis en geles de poliacrilamida al 12%, los cuales se corrieron por 1 hora
a 130 volts. Al término de la electroforesis, se realizé la transferencia a una
membrana de nitrocelulosa por 1 hora y 15 min a 400 volts. La membrana de
nitrocelulosa con las proteinas transferidas se tifieron con rojo Ponceau (0.1% de
rojo Ponceau y 1% de &cido acético) para verificar la correcta transferencia de las
proteinas. La membrana se destifio usando buffer de transferencia (Tris-base 0.025
M, glicina 0.192 M y metanol 10% a pH 8.3) y se bloqueara con leche descremada

al 5% en PBS 1X a 4°C por 16 horas con agitacion constante.

Posteriormente, la membrana de nitrocelulosa se incubo con el anticuerpo anti-
EhVps35 elaborado en ratén (Seccion 6.5) a una dilucion 1: 2000 disuelto en leche
descremada al 5 % en PBS 1X durante toda la noche. A continuacion, se realizaron
6 lavados con PBS 1X-Tween 20 a 0.05% cada uno de 6 min. La membrana se
incubo con el anticuerpo secundario (anti-IgG de raton) diluido 1: 10,000 en leche al
5% durante una hora a temperatura ambiente en agitacién suave. Finalmente, la
membrana sera lavada como se mencioné anteriormente y el revelado se realizara
por el sistema ECL Plus Western Blotting Detection Reagents (GE-Healthcare,
RPN2132) en el equipo MicroChemi 4.2.

Adicionalmente en cada membrana de nitrocelulosa se realiz6 la inmunodeteccion
de actina en una dilucién 1:3000, con el mismo procedimiento antes descrito. Dicha
deteccidn sirvié de referencia para realizar la densitometria de cada muestra en el
programa ImageJ, los valores obtenidos de cada muestra se normalizaron de la

siguiente forma:

Densitometria de EhVps35
Densitometria de actina

= Normalizacion con la proteina control
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Valor de la normalizacion con la proteina control

Valor de la densitometria normalizada de la condicion basal

Los valores obtenidos de la densitometria fueron analizados en el el programa
GraphPad Prism 6 usando la prueba estadistica t-Student, para determinar si

existieron diferencias significativas entre las muestras.

6.10 Localizacion de la proteina EhVps35 durante una cinética de
eritrofagocitosis de E. histolytica

Trofozoitos de E. histolytica en medio TYIl sin suero se colocaron sobre un
cubreobjetos estéril por 10 min a 37 °C, para promover la adhesién de estos.
Finalmente, se le agregaran eritrocitos diluidos en medio TYI sin suero para tener
una relacion de una amiba por veinticinco eritrocitos (1:25), esta interaccion se
mantuvo por 2, 5, 30 y 60 min. Ademas, se realizé como control negativo un ensayo
con trofozoitos sin fagocitosis (condicion basal 6 0 min). Finalizado el tiempo de
interaccién se usO una solucion de medio TYI sin suero con agua estéril en una
relacion volumen/volumen, en la cual se dej6é por 10 minutos a 37 °C para causar la

hemolisis de los eritrocitos no fagocitados.

La preparacién se fij6 con paraformaldehido al 4% en PBS 1X por 40 min a 37 °C,
después se lavo tres veces con PBS 1X y se permeabilizé con una solucion 0.2%
Triton X-100 en PBS 1X por 30 min. Después, se realizaron tres lavados con PBS
1X y se bloqueé por 1 h con 1 ml de BSA (albumina de suero bovino) al 1 %. A
continuacion, se lavo tres veces con PBS 1X y se adiciono el anticuerpo primario
policlonal (anti-Vps35, anti-Vps36 o anti-Vps25) o suero preinmune en una dilucién
1:200 en PBS 1X y se incubd toda la noche a 4 °C.

Previo a la adicion del anticuerpo secundario se hicierdn tres lavados con PBS 1X.

Como anticuerpo secundario se utilizando: anti-IgG de raton acoplado a FITC (para
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la deteccién de anti-Vps35) en una dilucién 1:100, por 30 min a 37 °C. Se realizaron
tres lavados con PBS 1Xy después se tefieron los nucleos con DAPI (declorhidrato
de 4°, 6”-diamido-2-fenilindo) con una incubacion de 5 min a temperatura ambiente,
seguido de cuatro lavados con PBS 1X. Finalmente, las muestras se colocaron
sobre portaobjetos limpios y estériles, adicionando 10 pyl de medio de montaje

Vectashield. Las muestras se mantuvieron a 4 °C hasta su uso.

Las muestras fueron visualizadas bajo un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 700
Imager con el software del fabricante (ZEN 2009 Light Edition de Zeiss).
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7 RESULTADOS

7.1.1 Identificacion de las secuencias homologas a Vps35 en E. histolytica

Actualmente existen diversas herramientas bioinformaticas de uso libre, que
facilitan la identificacion de secuencias de genes y proteinas similares en distintos
sistemas biologicos, asi como de regiones, dominios y motivos dentro de estos que
aportan orientacion respecto de su funcion. Por lo que este trabajo inicio con la
eleccion de una de las cinco secuencias para la proteina EhVps35 reportadas por
el analisis in silico de Koumandou y colaboradores (2011). La eleccion de una Unica
secuencia servira para el disefio de los primers y el péptido ocupado en los proximos
ensayos para la determinacion de los niveles de transcripcion de Ehvps35 y la
produccion de un a-EhVps35 policlonal para determinar nos niveles/localizacion de
la proteina EhVps35 respectivamente durante una cinética de eritrofagocitosis de E.
histolytica, ademés para el disefio de primers ocupados en la amplificacion del
fragmento del gen Ehvps35 que sera clonado (Ehvps35(1-1428)).

La busqueda de una secuencia a usar en este trabajo para la proteina EhVps35
inicio tomaron como referencia las secuencias completas de aminoacidos para
Vps35 de humano o levadura (Hsvps35 con el NCBI ID: NP_060676 o Scvps35 con
el NCBI ID: NP_012381), las cuales comparten un 36 % de identidad entre si, y se
compararon contra el proteoma de E. histolytica reportado en la base AmoebaDB,
mediante un alineamiento multiple realizado con la herramienta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool). De este analisis se identificO a cinco secuencias que se
denominaron EhVps35-A (NCBI ID: EHI_096520), EhVps35-B (NCBI ID:
EHI_086580), EhVps35-C (NCBI ID: EHI_411950), EhVps35-D (EHI_002990) y
EhVpS35-E (NCBI ID: EHI_168080). Dichas las secuencias identificadas para

EhVps35 tuvieron distintos valores de identidad, aunque en general tienen un mayor
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porcentaje de identidad con ScVps35, ya que Hsvps35 oscila entre el 28 y 29%, en
tanto que el porcentaje de identidad respecto de Scvps35 es de 31y 33% (Tabla 4).

El segundo valor importante resultado del alineamiento es el valor de €, el cual
representa la probabilidad de que el alineamiento con sus respectivos porcentajes
de identidad sean producto del azar, es por ellos que se requieren valores de €
negativos o cercanos a cero para definir a un alineamiento como confiable (no es
producto del azar). De acuerdo con el valor de €, se pueden considerar proteinas

homologas a Vps35 de humano y levadura a las proteinas EhVps35-B, EhVps35-C
y EhVps35-D (Tabla 4).

Tabla 4: Isoformas de EhVps35 identificadas en E. histolytica.
Resultados del BLAST realizado en AmoebaDB usando las secuencias de

aminoacidos de HsVps35 y ScVps35.

Homo sapiens (Hs)

796 aa
Identidad Identidad
(%) Valor e (%) Valor e
EhVps35-A
697 aa 20 Qe-12 21 1.9
SilpEE= 28 8e-68 33 1e-38
706 aa
ENVSEC 29 4e-71 32 4e-42
746 aa
SRR 29 7e-82 31 1le-43
757 aa
EhVps35-E
2 0-06 2
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7.1.2 Identificacion de dominios en las proteinas EhVps35 de E. histolytica

Una vez identificadas a EhVps35-B, EhVps35-C y EhVps35-D como homdlogas a
Vps35 de humano y levadura, se procedié a buscar caracteristicas comunes en
todas las proteinas de este tipo. En primer lugar, se buscé al Unico dominio
reportado en Vps35, el cual lleva el mismo nombre de la proteina (Vps35) y es
importante para la interaccion con las proteinas que conforman al retrémero (Vps26,
Vps29 y SNX).

Se realiz6 un analisis de los dominios presentes en las proteinas EhVps35-B,
EhVps35-C y EhVps35-D mediante los programas Pfam 31.0 y SMART, los cuales
integran las colecciones de familias de proteinas que han sido caracterizadas a
través de dominios o regiones funcionales, y mediante una comparacion de las
secuencias introducidas con multiples bases de datos (UniProt, STRING vy
Ensembl) hacen un alineamiento para identificar regiones especificas
correspondientes a dominios, motivos o regiones funcionales. De esta manera, se

predijo la presencia del dominio Vps35 en las tres proteinas de E. histolytica

analizadas (Figura 6), con un valor de € en EhVps35-B de 1.6e-112, EhVps35-C de

2.8e-130) y EhVps35-D de 2.2e-157. Dichos valores de € indican que una
identificacion confiable del dominio Vps35 en EhVps35-B, EhVps35-C y EhVps35-
D de E. histolytica, el cual abarca casi la totalidad de la secuencia de aminoacidos
salvo algunos aminoacidos hacia su extremo amino y carboxilo, de forma similar a
la observada en las dos secuencias control utilizadas (HsVps35 y ScVps35) (Figura
6).
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E. histolytica

HsVps35 Dominio Vps35 -

796 aa , ,
15 753
ScVps35 =  DominioVps3s  e—
944 aa | |
7 829

EhVps35-B Dominio Vps35

706 aa ,
1 672
EhVps35-C Dominio Vps35
746 aa T .
15 713
EhVps35-D Dominio Vps35
757 aa 2|0 7.23

Figura 7: Ubicacién del dominio Vps35 en EhVps35-B, EhVps35-C, EhVps35-D, HsVps35y ScVps35.

El dominio Vps35 corresponde a estructuralmente a la regién denominada a solenoide compuesta por a-hélice y loops,
gue ademas es la regién en las que las proteinas Vps35 interaccionan con el receptor de membrana que se reciclara
por el complejo proteico retrémero y el resto de las proteinas que integral este complejo. Las proteinas modelo HsVps35
y ScVps35 (color amarillo) tienen el dominio Vps35, el cual abarca casi la totalidad de la proteina, salvo 7 y 15
aminoacidos hacia el N-terminal, 43 y 115 aminoacidos hacia el C-terminal respectivamente. Este dominio identificado
en las proteinas EhVps35 de E. histolytica por extension es parecida a HsVps35 y ScVps35.




7.1.3 Busqueda del motivo PRLYL caracteristico de las proteinas Vps35 en
EhVps35 de E. histolytica

Debido a que en EhVps35-B, EhVps35-C y EhVps35-D se predijo el dominio Vps35,
se busco la segunda caracteristica comun en todas las proteinas Vps35, el cual es
el motivo PRLYL, ubicado hacia el inicio de la secuencia de aminoacidos que esta
totalmente conservado en mamiferos, levaduras, plantas y nematodos, debido a
que es necesario para la union de Vps35 a Vps26. La busque da del motivo PRLYL
es importante porque la presencia de este implica que la proteina es funcional, para
lo cual se realiz6 un alineamiento en Clustal Omega 1.2.4 introduciendo las
secuencias de aminoacidos HsVps35, ScVps35, EhVps35-B, EhVps35-C y
EhVps35-D. Las secuencias HsVps35 y ScVps35 fueron usadas ya que en estas
secuencias se conoce la presencia y ubicacion del este motivo, tomando en cuenta
estos datos se buscd en la misma region donde se ubica este motivo PRLYL.
Adicional se hizo una busqueda manual en el programa para identificar de forma
rapida usando el programa GeneRunner para descartar que el motivo PRLYL no
fuera identificada en el alineamiento por una ubicacion en otra parte de la secuencia
gue no corresponda al inicio o extremo N-terminal de la proteina (primeros 200 aa
aproximadamente). Resultado de estos dos métodos se identificé al motivo PRLYL
totalmente conservado y ubicado hacia el extremo N-terminal de la secuencia en
EhVps35-B y EhVps35-D, en EhVps35-B se ubica entre los aminoacidos 106 al 110
y en EhVps35-D entre el aminoacido 108 y 118 (Figura 7). En EhVps35-C se
identificé parcialmente al motivo PRLYL ya que hay un cambio del aminoéacido
inicial, prolina cambia por otro aminoacido hidrofébico (alanina) (Figura 7).
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] DOMINIO VPS35
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YAGN I IIPRL

YTGNVVPRL LHITVfTSYLTFNEAPKKEI
YYSHV IIPRL i SICIAKNEIQITLL

TYQCAVA G SAAVKSKKVG | VVF
Y I YYAVP .MCCMBAAAVKRKAAAVNALM

HsVps35 796 aa
ScVps35 944 aa
EhVps35-B 706 aa
EhVps35-C 746 aa
EhVps35-D 757 aa

Figura 8: Ubicacién del motivo PRLYL en EhVps35-B, EhVps35-C, EhVps35-D, HsVps35y ScVps35.

El motivo PRLYL (color verde) se ubica hacia el N-terminal de las proteinas Vps35 funcionales para la interaccién con la
proteina Vps26, como se muestra en las proteinas Vps35 modelo (HsVps35 y ScVps35). Las secuencias de EhVps35 con
el motivo PRLYL totalmente conservado fueron EhVps35-B y EhVps35-D como se ha visto en todas las proteinas Vps35
funcionales, en cambio en EhVps35-C el aminoacido prolina se encuentra modificado por una alanina.
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7.1.4 Alineamiento estructural del cristal de HsVps35 con las predicciones
de la estructura terciaria de las proteinas EhVps35 de E. histolytica

Una vez confirmado a nivel de secuencia en EhVps35-B y EhVps35-D la presencia
de un dominio Vps35 y un motivo PRLYL que las predicen como funcionales Vps35,
es importante realizar la prediccion de la estructura tercia de las proteinas ya que

estas son un indicativo de su posible funcion celular.

La prediccion de la estructura terciaria se realizé introduciendo las secuencias de
EhVps35-B o EhVps35-D en I-TASSER y RaptorX, después debido a que los
modelos predichos eran diferentes fueron sometidos a una validacion en los
programas ERRAT, Verify3D, ProSA-web y Rampage, los cuales mediante modelos
matematicos analizan que tan estable es la prediccion del plegamiento de la
proteina predicho, resultado de lo que se eligieron los modelos predichos por el
programa Raptorx. EI modelo de la estructura terciaria de ambas proteinas se
compuso de estructuras a-hélice separadas por loops (region intrinsecamente

desestructurada) con un gran loop en el centro de la estructura (Figura 10, Ay B).

Los modelos de la estructura terciaria de EhVps35-B o EhVps35-D fueron
comparados mediante un alineamiento estructural en RaptorX Structure Alignment,
porque el porcentaje de identidad estructural que dard de forma cuantitativa el
parecido entre ellas. El alineamiento estructural fue hecho en dos partes
denominados N-terminal y C-terminal, debido al loop central que hace que
Unicamente se empalme la mitad de la proteina dando como resultado porcentajes
de identidad estructural menores al 50 %. Al comparar el plegamiento del N-terminal
de ambas secuencias el porcentaje de identidad estructural fue de 94.4%, dato
similar en la comparacion del C-terminal al obtener 94.8 % de identidad estructural
(Figura 10, C y D).

Posteriormente, para elegir una de las proteinas EhVps35 (EhVps35-B 0 EhVps35-

D) se prosiguid a la busqueda de proteinas Vps35 de las que se hubiera

determinado experimentalmente el plegamiento con el que se realizd un
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alineamiento estructural en RaptorX Structure Alignment Server que daria como
resultado un porcentaje de identidad estructural que indicaria si la estructura
terciaria de las EhVps35 seria funcional para interacciones que dependen de una
conformacion estructural. Ya que hasta la fecha se ha reportado Unicamente el
cristal de la proteina HsVps35, la cual esta en dos partes region N-terminal (5F0K)
y C-terminal (2R17) debido a que tienen una regio central compuesta por una region
intrinsecamente desestructurada (loop). El alineamiento estructural de la estructura
terciaria de EnVps35-B, EhVps35-D con HsVps35 (5F0K de la region N-terminal y
2R17 de la region C-terminal), de lo que se obtuvo un porcentajes de identidad
estructural de 93.3 % hacia el fragmento N-terminal y de 69.5% hacia el fragmento
C-terminal comparando a EhVps35-B con HsVps35 (Figura 11, A); mientras que
comparando a EhVps35-D y HsVps35 se tuvieron valores de identidad estructural
de 97.7 % hacia el fragmento N-terminal y de 89 % hacia el fragmento C-terminal
(Figura 11, B). Debido al mayor porcentaje de identidad estructural EhVps35-D con
los cristales de HsVps35 y tener totalmente conservado el motivo PRLYL, se eligié
esta secuencia para los posteriores analisis in silico: determinacion de las
interacciones de la proteina EhVps35-D con la membrana, prediccion de las
interacciones de la proteina EhVps35 con otras proteinas, el disefio de los primers
para determinar los niveles de mRNA del gen Ehvps35-D, disefio de los primers
para amplificar el fragmento Ehvps35(1-1428 pb) del gen Ehvps35 que sera usado para
la clonacion del fragmento EhVps35(1-476 aa) de la proteina EhVps35; en el disefio
de un péptido utilizados para la inmunizacion en ratones para obtener a-EhVps35
para la deteccion determinacion de los niveles y localizaciéon de la proteina
EhVps35-D. Por lo que como solo se ocupara a denominada EhVps35-D, en las
secciones siguientes se denominara Unicamente a esta secuencia como EhVps35

de E. histolytica.
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I EhVps35-B
Il EhVps35-D

Figura 9: Estructuraterciaria de las proteinas EhVps35-B y EhVps35-D.
A) Estructura terciaria de la proteina EhVps35-B predicha por el programa
RaptorX. B) Estructura terciaria de la proteina EhVps35-D predicha por el
programa RaptorX. C) Alineamiento estructural de la porcion N-terminal de
EhVps35-B (verde) con EhVps35-D (rojo). D) Alineamiento estructural de la
porcion C-terminal de EhVps35-B (verde) con EhVps35-D (rojo).
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A)

N-terminal C-terminal
93.3% 69.5%

N-terminal C-terminal
97.7% 89.0%

I EhVps35-B
Bl EhVps35-D
Bl HsVps35

Figura 10: Alineamiento estructural de EhVps35-B y EhVps35-D con
HsVps35.

A) Alineamiento estructural de los fragmentos N-terminal y C-terminal de
EhVps35-B (verde) y HsVps35 (morado). B) Alineamiento estructural de los
fragmentos N-terminal y C-terminal de EhVps35-D (rojo) y HsVps35 (morado).
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7.1.5 Prediccion de la interaccion de EhVps35 con membrana

La prediccion en la proteina EhVps35 del tipo de interaccion con la membrana es
importante debido a que esta proteina forma parte del retromero, el cual es anclado
a la membrana plasmatica por la unién a PI(3)P por las proteinas SNX, las cuales
aun no han sido identificadas con una funcion en el ensamblaje del retromero-like
de E. histolytica. Ademas, segun el modelo de la estructura terciaria de EhVps35,
esta proteina tiene un plegamiento compuesto por estructuras a-hélice las cuales

son tipicas de una proteina con dominios transmembranales.

En primer lugar, se realiz6 una basqueda de regiones en la secuencia de EhVps35
ricas en aminoacidos hidrofébicos que conformaran regiones transmembranales en
los programas TMAP, TMHMM 2.0, CCTOP y HMMTOP, los cuales identificaron
entre dos y cinco regiones catalogadas como transmembranales con un valor de
probabilidad segun la longitud de la secuencia y el tipo de amino&cidos que las
componen promedio de 0.04450, lo cual descarta la existencia de regiones
transmembranales. Ademas, se realizé una modelo en 3D de las interacciones entre
la proteina EhVps35 y la membrana, para confirmar la ausencia de regiones
transmembranales utilizando el programa OPM, dicho programa se basa en una
base de datos de representaciones 3D de membranas en interaccién con péptidos,
asi como de proteinas transmembranales y periféricas. Resultado del analisis en
OPM se identifico a la proteina EhVps35 como una proteina periférica, de acuerdo
a su poca capacidad de penetracion de membrana calculada para el modelaje
(Figura 11).
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Figura 11: Modelo de la interacciéon de la proteina EnVps35 con la membrana plasmatica.
La proteina EhVps35 tienen una interaccién débil en su hacia su porcién N-terminal de la proteina EhVps35 (rojo) con las
membranas (azul), debido a la ausencia de regiones transmembranales es esta proteina.
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7.1.6 Prediccion de las interacciones de EhVps35

Debido la proteina EhVps35 tiene una interaccion periférica con la membrana
plasmética, presenta el dominio Vps35 y el motivo PRLYL, pero no se ha
demostrado experimentalmente su funcion en E. histolytica sé que quiere hacer un
modelo de las interacciones de esta proteina con otras para inferir el tipo de
procesos en los que estaria participando. Dichas interacciones por los analisis in
silico anteriores se esperaria que tuviera una interaccion con las otras proteinas que
integran el retromero-like de E. histolytica y particularmente con las proteinas Vps26

y Rab7 implicadas en el reciclaje de cistein proteasas.

El modelo predictivo de las interacciones de EhVps35 se realiz6 introduciendo la
secuencia completa de aminoécidos de dicha proteina en el programa STRING 10.3
que predice interacciones proteina-proteina conocidas y previstas, basadas
asociaciones directas (fisicas) e indirectas (funcionales) derivadas de predicciones
computacionales procedentes de datos experimentales, coexpresion de genes,
datos publicados e interpretaciones del contexto gendémico. EI modelo de las
interacciones de la proteina EhVps35 mostré una interaccion con las proteinas
EhVps26 y EhVps29, ambas del retromero-like de E. histolytica. Ademas, hay
relacion con dos GTPasas pequefias, Rab7A y Rab7D ambas con una localizacion
espacial en fagosomas de E. histolytica (Figura 11, flecha naranja), asi como una
prediccién de interaccidén con la proteina EhVps36 del complejo ESCRT-II (Figura
11, flecha verde).
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Figura 12: Prediccién de las interacciones de EhVps35 de E. histolytica.
Por el analisis in silico usando el programa STRING, la proteina EhVps35 podria
tener interaccion con otras proteinas del retrémero (Vps26 y Vps29) y con Rab7A,
ambas relaciones ya identificadas en E. histolytica en trabajos previos, asi como
con Rab7D. Finalmente podria tener una interaccién con la proteina EhVps36, la
cual es parte del complejo ESCRT-II.
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Debido a que un proceso de endocitosis media la transduccion de sefiales por medio
del control de la cantidad de receptores de sefalizacion y sus ligandos en la
superficie celular, ademas mediante la internalizacion de diferentes substancias que
produce dentro de la célula sefializaciones que influyen en la transcripcion de genes
se analiz6 los niveles de mRNA del gen Ehvps35 durante una cinética de
eritrofagocitosis. Para lo que se realizaron ensayos de RT-gPCR con muestras de
extractos de RNA de E. histolytica procedentes de una para determinar cinética de
eritrofagocitosis, ya que este ensayo permite la amplificacibn de una region
especifica detectada en tiempo real por el equipo, interpretada con un valor de Ct
(Threshold cycle o ciclo umbral para considerarse diferente del control negativo de
la reaccion), utilizado como referencia para normalizar los valores de Ct obtenidos
de la amplificacion del gen Ehvps35 en cinética de eritrofagocitosis con respecto a
la condicién basal a la que se le dio el valor de uno. Adicionalmente previo a la
normalizacion anterior, se normalizo cada calor de Ct de la amplificacion del gen
Ehvps35 con el valor obbtenido de Ct por la amplificacién del gen control por su
expresion basal estable (S2 40Sr). Finalmente, los valores normalizados fueron
analizados en el programa GraphPad Prism 6 con una prueba T de Student, segun
el cual se considerados cambios significativos con valores de P menores o iguales

a 0.05 (mayor significancia entre menor sea el valor de P).

El gen Ehvps35 durante la determinacién de su transcripcion por RT-gPCR tuvo
variaciones significativas respecto a la condicién basal (0 min) a los 15 min, 30, 60
min y 90 min de eritrofagocitosis (Grafica 1). Ademas, hay diferencias significativas
comparando 15 min y 20 min. Por lo que los niveles de mRNA del gen Ehvps35 en
estas condiciones tuvieron un comportamiento ciclico, aparentemente aumentando
a los 15 minutos y disminuyendo hacia los 30 min, para después tener un
incremento hacia los 60 min y disminuir a los 90 min. Estos resultados sugieren un
papel del gen Ehvps35 durante el proceso de fagocitosis en E. histolytica ya que

esto podria inducir un aumento en la traduccion de la proteina EhVps35.
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Figura 13: Expresion relativa del gen Ehvps35 durante la eritrofagocitosis de
E. histolytica.

Valores relativos de la expresion del gen Ehvps35 producto de la normalizacién de
los valores de Ct de la amplificacion del gen control 2S 40Sr y el gen problema
Ehvps35 por ensayos de RT-gPCR de tres cinéticas de eritrofagocitosis con sus
respectivas réplicas técnicas. La condicién basal de la cinética de eritrofagocitosis
es la condicion de cero minutos por lo que tiene el valor de expresion relativa de
MRNA fue analizado por un ensayo de T de Student segun el cual los valores de P
menores o iguales a 0.05 son significativamente diferentes con respecto a la
condicion basal a los 15, 30, 60 y 90 min.
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Debido a que en este trabajo se encontr6 una influencia en los niveles de
transcripcion del gen Ehvps35 producto de la eritrofagocitosis en E. histolytica, se
continuo con el andlisis de los niveles y localizacion de la misma, para lo que se
requirié la producciéon del a-EhVps35 para la deteccion de la proteina EhVps35.
Dicho anticuerpo fue producido mediante la inmunizacion de ratones BALB/c del
péptido ESEIMNAALNNKDLSK disefiado en los programas ABCpred y BCEpred,
Las muestras de sangre obtenidas del sangrado en blanco de ratones inmunizados
se obtuvo suero que fue utilizado para realizar ensayo de western blot usando
extracto proteico de E. histolytica en condicidn basal, adicionalmente se tomo una
muestra de sangre previo a la primera inoculacion del péptido y el suero obtenido
es considerado el suero preinmune, por lo que se esper6 que fuera negativo el
reconocimiento de la proteina EhVps35. Esto con el fin de demostrar la respuesta

especifica producida por la inoculacion del péptido.

Resultado del western blot ocupando el suero preinmune (control negativo) a la
diluciébn maxima usada 1:75 no se observé ningun reconocimiento. En cambio, al
usar el suero inmune (a-EhVps35) usando las diluciones 1:75, 1:100, 1:500, 1:1000,
1:2000 y 1:3000 se observé un reconocimiento de una Unica banda de 71 kDa
menos en la dilucion maxima (1:3000) por lo que en los ensayos de western blot
siguientes se utilizo la dilucién a 1:2000 (Figura 14).Adicionalmente se ocupé a-
actina como un control positivo con la que se obtuvo el reconocimiento de una banda
de 42 kDa como se esperaba y un control negativo el suero obtenidos previo de
ratones a la inoculacion del péptido, con el que como era esperado no se reconocio

ninguna banda.
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Figura 14: Reconocimiento del a-EhVps35 en extractos de proteina total
de E. histolytica.

Western blot realizado con extractos proteicos totales de E. histolytica en
condicion basal en interaccion con el suero de ratones inmunizados (SI) con un
péptido de la proteina EhVps35 segun lo cual se identificé a una banda de 71
kDa usando el Sl a las diluciones 1:17, 1:100, 1:500, 1:1000 y 1:2000. Ademas,
control negativo de esta interaccion se utilizé suero de los mismos ratones
previo a la inoculacion del péptido (SP) a la méaxima diluciéon usada para el Si
(1:75) con la que no se observd ningun reconocimiento y el control positivos fue
a-actina con lo que se reconocio una banda de 42 kDa uso a una dilucion
1:3000.
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7.4.1 Amplificacién del gen Ehvps35

La clonacion del fragmento EhVps35(1476 aa) de la proteina EhVps35 fue realizada
para usarla con control adicional de la especificidad del a-EhVps35 obtenido de la

inmunizzacion de ratones con un peptido de la proteina EhVps35.

La clonacion del fragmento EhVps35(1476 aa) inicio con la amplificacion se disefiaron
primers especificos para la amplificacion de los primeros 1428 pb del gen Ehvps35
(fragmento Ehvps35(1-1428 pb)), a estos primers se les agregaron las secuencias
necesarias para que los productos pudieran ser reconocidos por las enzimas de
restriccion Kpnl y BamHI (Tabla 3). En primer lugar, el fragmento Ehvps35(1-1428 phb)
fue amplificado mediante un PCR de punto final, que verificd la obtencién de un
amplificado de 1428 pb usando cDNA de E. histolytica y al usar el control negativo
(agua libre de nucleasas) no se encontr6 un amplificado (Figura 15, A). Una vez
estandarizadas las condiciones de los primes disefiados para la amplificacion
fragmento Ehvps35(1-1428 pb) en las que se obtiene un Unico amplificado se produjo
una segunda amplificacion de dicha region usando una enzima de alta fidelidad,
importante para evitar la introduccion de mutaciones durante la amplificacion del
fragmento Ehvps35(1-1428 pb) y al realizar el ensayo se obtuvo un amplificado de
anico y del tamafio esperado (Figura 15, B). El amplificado obtenido fue purificado
del gel de agarosa que permitio la visualizacion del mismo para realizar la inserciéon

del fragmento Ehvps35(1-1428 pb) en el vector de transito pJET1.2/blunt.
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Figura 15: Amplificacion del gen Ehvps35(1-1428 pb).

A) Producto de la amplificacion del fragmento Ehvps35(1-1428 pb) del gen Ehvps35 analizado mediante un PCR de
punto final usando una enzima polimerasa convencional en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
B) Producto de la amplificacién fragmento Ehvps35(1-1428 pb) del gen Ehvps35 usando un PCR de punto final y una
polimerasa de alta fidelidad, analizado en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
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7.4.2 Ligacion del fragmento Ehvps35(1-1428 pb) al vector de transicion y
digestion de esta construccion

Los productos purificados y obtenidos de la amplificados del fragmento Ehvps35(-
1428 pb) del gen Ehvps35 fueron insertados en el vector de clonacion pJETL1.2/blunt,
dicha construccion sera introducida en E. coli DH5aq, con el fin de obtener un cultivo
de dichas bacterias transformadas para poder purificar una cantidad importante de
plasmido que pueda ocuparse en la digestion de dicha construccion para aislar el
inserto (Ehvps35(1-1428 pb)) del plasmido (pJET1.2/blunt,). El plasmido de transicion
pJET1.2/blunt, fue elegido debido a que permite una seleccién rapida debido a la
presencia de un gel letal que es interrumpido por él inserto, por lo que las bacterias

sin el inserto de interés mueren.

Las bacterias E. coli DH5a transformadas fueron crecidas en una caja de Petri, de
donde se aislaron y se verificd por un ensayo de PCR-colony, que usando los
primers disefiados para la amplificacion del fragmento Ehvps35(1-1428 pb), ensayo
con el que se utiliz6 como molde una muestra de tres clonas de las que se obtuvo
un amplificado de 1428 pb como era esperado (Figura 16, A). Debido a que la
colonia 1 tiene un amplificado mas prominente y esto podria estar relacionado con
un mayor nivel de expresién de nuestro gen de interés, se elegido a la colonia 1
para ser propagada y posteriormente procesada para la purificacion de la
construccion pJET1.2/ Ehvps35(1-1428 pb) de la que se digestion realizo un enyaso
de digestion usando las enzimas Kpnl y BamH]I, ya que el amplificado del fragmento
Ehvps35(1-1428 pb) contiene la secuencia de nucle6tidos reconocida por dichas
enzimas. Resultado del ensayo de digestion se libero de un fragmento de 1428 pb,
el cual corresponde al tamafio del fragmento Ehvps35(1-1428 pb) ¥ un segundo
fragmento de alrededor de 2974 pb el cual corresponde al vector pJET1.2/blunt (Fig.
16, B). Sin embargo, al usar Unicamente la enzima Kpnl se produjo la linealizacion
de la construccion pJET1.2/blunt se obtuvo una banda correspondiente al tamafio
del plasmatico que sirvi6 como control positivo del ensayo de digestion del la

construccion pJET1.2/ Ehvps35(1-1428 pb).

58

—
| —



A) 9 B) .
S <
& §
Q
™~ v ™ <
T & 2o 3 <
S§ 'S S & <
5 5 5 & &
O O O O
— 3000ph  mmmm
3000pb e Y= 2974 pb
— 1428 pb —_ 4= 1428 pb
— 1000pb
1000PD )
= 500pb —
500 pb — —

Figura 16: Seleccién de la clona transformada con el vector de subclonacion.

A) Amplificacion del gen Ehvps35 de tres colonias de E. coli cepa DH5a transformadas con la construccidon
pJET1.2/Ehvps35(1-1428 pb). B) Digestion de la construccion purificada de la colonia 1, realizada usando las enzimas Kpnl y
BanHI para la liberacion del inserto (flecha roja) y solo la enzima Kpnl para la linealizacion del vector de subclonacion pColdl
(flecha verde).
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7.4.3 Ligacion del fragmento Ehvps35(-1428 pb) al vector de expresion

Finalmente, para ya que el inserto (Ehvps35(1-1428 pb)) se separd del plasmido de
transicion (pJET1.2/blunt) producto del ensayo de digestion anterior (Figura 17, B)
y dicho inserto se purifico con el fin de ser insertado en el vector de expresion que
cuenta con un promotor para permitir la produccion del fragmento que incorpora los
476 aminoacidos que componen el inicio de la secuencia de aminoacidos de la
proteina EhVps35 (Ehvps35(@476 aa)). El plasmido de expresion fue usado ya que
contiene un promotor para la transcripcion y una regio que es el sitio de entrada
interno al ribosoma (IRES) que son importantes para que la secuencia del inserto

sea expresada y se obtenga la proteina recombinante.

Los productos del ensayo de restriccion o digestion anterior fueron ligados al vector
de expresion pColdl para formar la construccion pColdl/Ehvps35(1-1428 pb) que due
usada para transformar bacterias E. coli de la cepa DH5a para la expansion del
plasmido y nuevamente se eligié a una colonia con el inserto mediante ensayos de
PCR-colony. Segun lo cual se eligié a la colonia 3, debido a la observacion del
amplificado correspondiente al Ehvps35(1-1428 pb), segun lo cual la colonia 3 (Figura
17). Dicha colonia fue expandida para realizar la purificacién de la construccién
pColdl/Ehvps35(1-1428 pb) y se uso para transformar a bacterias E. coli de la cepa

BL21, en las cuales se realizé la induccién de las proteinas recombinantes.
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Figura 17: Seleccién de clonas de E. coli de la cepa DH5a transformadas
con el vector de clonacién.

Productos de la amplificacion del fragmento Ehvps35(1-1428 pb) usando tres colonias
transformadas con la construccion pColdl/Ehvps35(1-1428 pb) analizadas en un gel de
agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Control negativo es agua libre de
nucleasas.
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7.4.4 Induccidn del fragmento de EhVps35(1-476 aa) en bacterias
transformadas con la contruccion pColdl/ EhVps35(1-476 aa)

Bacterias E. coli de la cepa BL21 transformadas con la construccion
pColdl/Ehvps35(1-1428 pb) fueron cultivadas hasta tener una densidad Optica de entre
0.6 y 0.8, para que se les agregara IPTG para tener una concentracion de 0.1 mM
para iniciar la induccion de la producciéon del fragmento EhVps35(1-476 aa) que
representa la porcion N-terminal de la proteina EhVps35. Después de 16 horas de
induccion a 16 °C se realiz6 el procesamiento de dichas bacterias para obtener
extractos proteicos totales, los cuales fueron visualizados en un gel de
poliacrilamida al 12% tefidos con azul de Coomassie (Fig. 19 A) que muestro la
presencia de una banda diferencial con respecto a extractos proteicos de bacterias
no inducidas, correspondiente a 44 kDa. Usando los mismos extractos proteicos en
una inmunodeteccion, se reconocié una banda de 44 kDa con anticuerpos a-
EhVps35 (Figura 19, B), la cual es menor a la esperada, ya que la proteina

recombinante por analisis in silico deberia tener un peso de 56 kDa.
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Figura 18: Induccion de la proteina recombinante EhVps35 en bacterias E. coli de la cepa BL21

A) Extractos proteicos-totales de bacterias transformadas con la construccion pCold/Ehvps35(1-1428 pb) o inducidas e
inducidas la produccion de la proteina EhVps35 visualizados en un gel de poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie.
B) Inmunodeteccion de la proteina recombinante EhVps35 a partir de extractos proteicos totales de bacterias
trasformadas con la construccion pCold/Ehvps35(1-1428 pb) no inducidas e inducidas para la produccién de la proteina
EhVps35, utilizando a-EhVps35 a una dilucién 1:2000.
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Una vez que se determind la dilucibn a usar del a-EhVps35 obtenido por
inmunizacién de ratones y se determindé que el reconocimiento del mismo es
especifico para la proteina EhVps35 de E. histolytica se utilizé para la deteccion de
la proteina EhVps35 por ensayos de Western blot, esto partiendo de que trofozoitos
de una cinética de eritrofagocitosis tuvieron una variacion de los niveles de
transcripcion del gen Ehvps35 por ensayos de RT-gPCR, por lo que se decidio
analizar si también habia variaciones a nivel traduccional de dicho mRNA. Para lo
cual se realizaron extractos de proteina total de trofozoitos de E. histolytica
sometidos a un ensayo de eritrofagocitosis usando los tiempos 5, 15, 20, 30, 60 y
90, los cuales fueron usados para realizar un ensayo de Western blot con a-
EhVps35 para la deteccion de la proteina EhVps35. La imagen del reconocimiento
fue analizada en el programa ImageJ para realizar un analisis densitométrico que
fue normalizado con el reconocimiento observado en la condicién basal (0 min) y
antes de esto cada muestra fue normalizada con respecto al reconocimiento de la

proteina actina (control positivo).

La deteccion de la proteina EhVps35 durante los tiempos de eritrofagocitosis
examinados (0 min, 5 min, 15 min, 20 min, 30 min, 60 min y 90 min) tuvo un
reconocimiento aparentemente homogéneo en todas las condiciones analizadas
(Figura 19, A). Los resultados al ser analizados en el programa ImageJ se
obtuvieron valores calculados a partir del nUmero de pixeles en la banda detectada,
dicho namero fue utilizado por el realizar en prueba de T de Student en el programa
GraphPad Prism 6 segun lo cual no se encontraron diferencias significativas en

ninguna de las condiciones de eritrofagocitosis analizadas (Figura 18, B).
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Figura 19: Expresion relativa de la proteina EhVps35 durante una cinética

de eritrofagocitosis de E. histolytica.

A) Inmunodeteccion de la proteina EhVps35 y la proteina control (actina) durante
una cinética de eritrofagocitosis. B) Analisis densitométrico de la deteccion de la
proteina EhVps35, normalizado con los valores de la proteina control (actina) y los
valores de la proteina EhVps35 en la condicion basal.
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Debido a que un proceso de endocitosis media la transduccién de sefales por medio
del control de la cantidad de receptores de sefializacion y sus ligandos en la
superficie celular, ademas mediante la internalizacién de diferentes substancias que
produce dentro de la célula sefalizaciones que influyen en la localizacion de
proteinas que tienen una funcion en la formacion del endosoma, el proceso de
maduracion de los endosomas, entre otros procesos. Por esta razén se decidio
analizar la localizacion de la proteina EhVps35 durante una cinética de
eritrofagocitosis de E. histolytica. Para este ensayo se utilizaron trofozoitos
adheridos a un cubreobjetos en el cual pusieron en interaccién con eritrocitos en
una relacién 1:25 (un trofozoito por cada 25 eritrocitos) por los tiempos 2, 15, 30 y
60 minutos. Una vez terminado el tiempo de interaccion los eritrocitos fueron
hemolizados con una solucion hipoténica (agua estéril con medio TYI en una
proporcion 1:1) y como un control negativo de eritrofagocitosis los trofozoitos sin
interaccién con eritrocitos al que se le denomino 0 min de eritrofagocitosis o
condiciéon basal. Ademas, los trofozoitos fueron fijados y permeabilizados para
permitir la entrada del a-EhVps35 (anticuerpo primario), debido a que se esperaba
gue esta proteina se encuentre en el citoplasma de la célula. Dicho anticuerpo
primario fue reconocido por el anticuerpo secundario a-lgG de ratén acoplado a
FITC, por lo que en las imagenes obtenidas del microscopio confocal Carl Zeiss
LSM 700 Imager la proteina EhVps35 se ve representada por un color verde
(Imagen 20). Adicionalmente se tifieron los nucleos de las células con DAPI, lo cual
otorga una representacion por el color azul de dicha estructura membranosa

(Imagen 20).

Las imagenes obtenidas fueron analizadas en mdultiples campos y cortes, para
elegido una sola célula que representara lo visto en campo amplio, resultado de lo
que los trofozoitos de Entamoeba histolytica en condicion basal tienen una
localizacion de la proteina EhVps35 se localiza distribuye en todo el citoplasma en

cumulos durante la condicion basal de trofozoitos (Figura 19). En trofozoitos que
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fueron parte del ensayo de eritrofagocitosis antes mencionado se vio localizacion
deferencial a la condicion basal de los mismos, ya que en general estos se
encontraron en cumulos hacia los eritrocitos fagocitados y en estructuras

vesiculares.

En trofozoitos con 2 minutos de eritrofagocitosis se observé una localizacion de la
proteina EhVps35 en cumulos mas evidentes y localizados alrededor de los
eritrocitos fagocitados y formando estructuras vesiculares en el citoplasma (Figura
19). Después de 15 min de eritrofagocitosis la proteina EhVps35 se ubic6 de forma
mas evidente en las estructuras vesculares formadas en el citoplasma y en los
eritrocitos fagocitados (Figura 19). A los 30 minutos se observaron cumulos
disipados en el citoplasma y en los eritrocitos fagocitados de la proteina EhVps35
(Figura 19). Finalmente, a los 60 minutos de eritrofagocitosis desaparece casi
totalmente la marca de la proteina EhVps35 en los eritrocitos fagocitados y los
cumulos se localiza similares a la ubicacién observada en la condicién basal (Figura
19).
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Figura 20: Inmunolocalizacion de la proteina EhVps35 durante una cinética de
eritrofagocitosis de E. histolytica.

Trofozoitos permeabilizados con Triton-X100 fueron incubadas con eritrocitos en una
proporcion 1:25 por 0, 2, 15, 30 y 60 min; se utilizd a-EhVps35 (1:200) como
anticuerpo primario, que fue detectado por a-IgG de raton (1:100) acoplado a FITC
(color verde). Se utilizo DAPI (1:2000) para marcar los nucleos (color azul). Para
examinar las muestras se utilizé un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 700 Imager
y el andlisis se hizo con el software proporcionado por el fabricante (ZEN 2009 Light
Edition de Zeiss). Ct: contraste de fases. MERGE: mezcla de la fluorescencia del
nacleo y la proteina EnVps35




8. DISCUSION

La endocitosis definida como la invaginacion de la membrana plasmatica que
produce una vesicula intracelular permitiendo internalizar particulas o fluidos del
entorno extracelular, ademas de membrana plasmatica con diversos receptores por
lo que este proceso tiene un papel central en la sefializacion celular y la dinamica
de la membrana (Furthauer y Smythe, 2014). Particularmente la fagocitosis, un tipo
de endocitosis es uno de los principales mecanismos de virulencia de E. histolytica,
ya que la fagocitosis permite la introduccion de diferentes tipos de células de su
huésped, bacterias y otras particulas, asi como fragmentos de su propia membrana
lipidica (Orozco et al., 1983). La vesicula formada por el proceso de fagocitosis pasa
por un proceso de maduracion que implica el paso de fagosomas tempranos,
cuerpos multivesiculares (MVBSs), fagosomas tardios y fagolisosomas que varian en
su composicion proteica, lipidica y pH interno (Flannagan et al., 2012). Dicho
proceso de maduracion involucra la participacion de moléculas y proteinas, para
administraran el contenido del fagosoma hacia lisosomas para su degradacién o
bien se recuperan proteinas de membrana integral y macromoléculas asociadas
(Yeung y Grinstein, 2007). EI complejo proteico retromero juega un papel en el
reciclamiento de receptores de membrana en los fagosomas, fenédmeno en el que
se enfoca este trabajo, al analizar las variaciones a nivel transcripcional,
traduccional y de localizacion de la proteina EhVps35 en E. histolytica durante la
fagocitosis de eritrocitos que implica el reclutamiento de esta maquinaria como lo

reportd Nakada-Tsukui y colaboradores (2005).

En E. histolytica segun Koumandou et al. (2011) en el genoma de este parasito
existen cinco genes codificantes para la proteina Vps35, datos que concuerdan con
el analisis in silico realizado en este trabajo. La presencia de mas de una copia de
los genes codificantes en proteinas del retromero es comun en los cinco
representantes de los grupos que clasifican a los eucariontes (SAR, Archaeplastida,
Excavata, Amebozoa y Opisthokonta) (Koumandou et al. 2011; Kim et al., 2008;
Kerr et al., 2005). Particularmente la presencia de multiples genes son especie
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especificos y por lo tanto relativamente recientes, particularmente existen multiples
homologos de Vps35 en Nematostella vectenis, E. histolytica (Amebozoa),
Arabidopsis thaliana (Archaeplastida), Populus trichocarpa (Archaeplastida),
Emiliania huxleyi y Trichomonas vaginalis (Excavata) (Koumandou et al. 2011). La
pregunta que surge ante mas de un gen codificante para la misma proteina, ¢ para
qué tener mas de una secuencia igual?, Unicamente fue abordada en la planta
Arabidopsis thaliana. Esta planta cuenta con tres homologos a Vps35, denominadas
Vps35a, Vps35b y Vps35c; cada uno por funciones diferénciales en el reciclaje de
diferentes blancos que a su vez tienen inclusive afectaciones a nivel fenotipico
(Munch et al., 2015; Noszynski et al., 2013; Yamazaki et al., 2008). Por lo tanto,
seria importante abordar esta pregunta en los cuatro genes homoélogos a Vps35 en
E. histolytica consideradas por el analisis in silico como potencialmente funcionales
formando parte del complejo proteico retrdmero, que cuentan con el dominio Vps35
y similar estructura terciara (superior 90% entre las isoformas EhVps35 A, B, C y
D). Adicionalmente la presentan parcial o totalmente el motivo PRLYL es un factor
importante para considerar funcional a la proteina Vps35, esto debido a que el
motivo PRLYL ubicado hacia el extremo N-terminal de la secuencia de aminoacidos
de Vps35 esta altamente conservado entre levaduras, plantas, protozoarios,
nematodos y mamiferos (Restrepo et al., 2007; Miras et al., 2013). Este motivo es
fundamental para la unién entre Vps35 y Vps26, especificamente los residuos Arg
(R) y Leu (U) al estar mutados delata la funcién del retromero (Norwood et al., 2011;
Restrepo et al., 2007; Zhao et al., 2007). La basqueda del motivo PRLYL en
cuatro secuencias de Vps35 en E. histolytica (EhVps35-A, EhVps35-B, EhVps35-C
y EhVps35-D) tienen conservados los dos aminoacidos descritos como

fundamentales para la unién de Vps35 con Vps26.

La prediccion de las interacciones de EhVps35-A, EhVps35-B, EhVps35-C y
EhVps35-D tienen predicciones similares de interaccion al incluir a Rab7A, Vps36,
asi como multiples secuencias de Vps26 y Vps29. Sin embargo, existe una
discrepancia importante en la interaccion con la segunda Rab7, de tipo D con
EhVps35-D, que en el caso de EhVps35-B, EhVps35-C y EhVps35-D es Rab7F. La
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interaccién con una isoforma de Rab7 es importe debido a que en E. histolytica aun
no esta caracterizado del todo el papel de las proteinas SNX, por lo que se propone
a GTPasas pequefias del tipo Rab7A como suplentes de las proteinas SNX
(Nakada-Tsukui et al, 2005; Bonifacino y Hurley, 2008). La proteina Rab7A en
estado activo (GTP-Rab7A) interactia con el extremo C-terminal de la proteina
Vps26 del retrémero y participa en el transporte de hidrolasas a lisosomas, regula
la formacion y maduracion de las vacuolas prefagosomales (PPV) e interacciona
con el extremo carboxilo terminal de Vps26 por lo que podria estar relacionada con
el transporte retrogrado (transporte de la lectina Gal/GalNac) (Nakada-Tsukui et al.,
2010; Nakada-Tsukui et al., 2005; Bosch y Siderovski, 2013; Welter y Temesvari,
2009; Saito-Nakano et al., 2007). La interaccion de Vps35 con diferentes isoformas
de Rab7 en E. histolytica podria darles una funcion o participacion diferencia en
procesos celulares, ya que esta proteina cuenta con 9 isoformas (Rab7 A, B, C, D,
E, F, G, Hel), de las cuales solo EhRab7A y EhRab7B tienen un homélogo en
mamiferos y se ha estudiado su ubicacion, por lo que, la implicacion de la prediccidon
de una interaccion con Rab7D o Rab7F aun no se desconoce (Saito-Nakano et al.,
2007).

La prediccién de la interacciéon de EhVps35-B, EhVps35-C y EhVps35-D con
EhVps36, una proteina identificada como parte del ESCRT-II (Diaz-Hernandez,
2017; Lopez-Reyes et al., 2010). El andlisis in silico de las interacciones del
complejo ESCRT-II (EhVps22, EhVps25 y EhVps36) de E. histolytica realizado por
Diaz-Hernandez (2017) concuerda el modelo propuesto por el andlisis realizado en
este trabajo. Sin embargo, la interaccion entre el retromero y la maquinaria proteica
ESCRT aun no ha sido demostrada, pero los resultados observados en el ensayo
de microscopia confocal para determinar la localizacién de EhVps35 durante un
proceso de fagocitosis realizados en este trabajo, muestra una distribucién en
cumulos dispersos por el citoplasma que tienden a moverse regionalmente hacia
fagosomas de forma similar a la distribucion observada por EnVps36 reportada por
Diaz-Hernandez (2017).
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La distribucion de la proteina EhVps35 en trofozoitos de E. histolytica de condicion
basal estan distribuidos en cumulos dispersos en el citoplasma, datos similares a
los observados en trofozoitos del parasito intestinal Giardia lamblia, sin embargo,
en E. histolytica la proteina EhVps35 no mostro una regionalizacion preferente hacia
la membrana plasmética (Miras et al., 2013).

La inmunodeteccion de EhVps35 por Western blot tanto de extractos proteicos
totales de E. histolytica como de bacterias E. coli inducidas para la expresion del
fragmento EhVps35(1-476 aa) en ambos casos se identifico una banda con una masa
molecular menor a la esperada por 16 kDa y 12 kDa respectivamente. Esta
discrepancia entre la masa molecular esperada y la observada con coincide con la
inmunodeteccion de la proteina Vps35 en otros organismos (Haft et al., 2000; Miras
et al., 2013). La migracion aberrante de EhVps35 tanto en su fragmento EhVps35(-
476 aa) clonado como en la proteina completa, se puede deber al plegamiento de esta
proteina (a-helice y loops) similar al plegamiento de una proteina de membrana a
pesar de no poseer estructuras transmembranales segun el andlisis in silico, ya que
su plegamiento le confiere la capacidad de interaccionar con una cantidad
diferencial del detergente SDS que le confiere la carga negativa a las proteinas para
gue migren durante la electroforesis, sin embargo, proteinas de membrana
interaccionan con cantidades superiores o inferiores de este detergente teniendo
como consecuencia una migracién aberrante que les da un mayor o menos peso
molecular (Rath et al., 2009).

Los hallazgos apostados por este trabajo concuerdan con el trabajo de Nakada-
Tsukui y colaboradores (2005) donde el proceso de fagocitosis modifica la
localizacion de otra la proteina del retromero (EhVps26). Es asi que la fagocitosis
no solo modifico la localizacibn de EhVps35, sino también los niveles de
transcripcion del gen que la codifica, aunque no asi los niveles de la proteina. Datos
similares se han descrito en proteinas que componen la maquinaria ESCRT
implicada en la formaciéon de MVB en E. histolytica (Avalos-Padilla et al., 2015;
Avalos-Padilla et al., 2018; Bafiuelos et al., 2005; Bafiuelos et al., 2012; Diaz-
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Hernandez, 2017; Galindo-Olea, 2016), lo cual sugiere al igual que las evidencias
del retromero en otros organismos, que el complejo proteico retromero se encuentra
conservada en sus funciones a lo largo de la linea eucarionte y se encuentra
modificando su localizacién y niveles de expresion significativamente por el evento

de eritrofagocitosis en E. histolytica.
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9. CONCLUSIONES

e Se corrobor¢ la existencia de cinco secuencias con homologia a las proteinas
Vps35 de humano y levadura, en E. histolytica. En las cuales, se identifico el
dominio Vps35, caracteristico de sus homélogos de humano y levadura. Sin
embargo, solo dos isoformas de la proteina EhVps35 (EhVps35-B y
EhVps35-D) poseen el motivo PRLYL, necesario en otros sistemas para la

interaccidon con Vps26 y la conformaciéon del retromero.

e La prediccién de la estructura terciaria de EhVps35-B y EhVps35-D sugiere
una conformacion similar a la proteina HsVps35, siendo EhVps35-D, la que

comparte la mayor identidad con HsVps35.

e Se determinaron in silico, interacciones potenciales para EhVps35 con
Rab7A, Rab7D, EhVps36, asi como con las proteinas del complejo tipo
retrémero (EhVps26 y EhVps29).

e Durante la eritrofagocitosis se modifican significativamente los niveles de

RNA mensajero de Ehvps35.

e Se identifico a la proteina EhVps35 en extractos proteicos totales de E.
histolytica, con un peso molecular de 71 kDa, menor al estimado. Los
resultados sugieren que las variaciones del peso molecular en esta proteina

pudieran deberse a caracteristicas o degradacion hacia su extremo amino.
e La relocalizacion de la proteina EhVps35 desde el citoplasma hacia

fagosomas y lo que parecen ser vesiculas, sugiere la participacion de esta

proteina en el mecanismo de virulencia, fagocitos.
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10. PERSPECTIVAS

Determinar los genes Ehvps35-B, Ehvps35-C y Ehvps35-D son

transcripcionalmente y traduccionalmente activos.

Observar por microscopia electronica trofozoitos de E. histolytica después de
una cinética de eritrofagocitosis para observar de cerca la localizacién de
EhVps35 en fagosomas y la formacion de estructuras tubulares

caracteristicas del reciclamiento mediado por el complejo proteico retromero

Definir si la causa de la discrepancia entre los niveles de RNA del gen
Ehvps35 y la proteina EhVps35, mediante el andlisis de la vida media de

ambos.

Realizar la inmunolocalizacion de la proteina EnVps35 durante un ensayo de
pulso y caza en una cinética de eritrofagocitosis para darle seguimiento a la

maduracién de un fagosoma.

Probar la asociacién del retromero y la maquinaria proteica ESCRT (la
proteina EhVps35y la proteina EhVps36 del complejo ESCRT-II) predica por

el andlisis in silico. Mediante inmunoprecipitacién e inmunofluorescencia.
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