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ABSTRACT

Entamoeba histolytica is responsible for at least 100,000 deaths a year worldwide.
Its pathogenic potential is primarily related to three cellular mechanisms: adherence
to the target cell, cytotoxicity and phagocytosis. The trophozoite, mobile and infective
stage, has a very active remodeling of the plasma and internal membranes. This
activity is essential to be carried out endocytosis. In eukaryotes, the ESCRT
machinery (endosomal sorting complex required for transport) formed by ESCRT-O0,
-1, -11, -1l complex; It is the central part of the remodeling of membranes. Our working
group has found that E. histolytica has elements of machinery ESCRT-III as well as
accessory proteins ENADH and EhVps4. It has further been shown the participation
of these elements in the event of erythrophagocytosis and vesicular traffic. However,
the contribution of ESCRT-O0, -I, -Il complex is unknown. Therefore, the objective of
this work is to study the presence of proteins ESCRT-0 and ESCRT-I system and
their participation in erythrophagocytosis. The bioinformatic analysis showed that the
protein EhToml1, has a membrane interaction domain (VHS), and an additional
domain that indicates a possible association with ubiquitin, suggesting that could
fulfill a similar EnTom1l members ESCRT-0 role. By means of specific antibodies
against a protein peptide found that complexes of 114, 73 and 60 kDa and located
in the cytoplasm, giving its relocation from changes of 2 min initiated phagocytosis.
As for the complex ESCRT-I in the genome of E. histolytica EhVps23 the gene for
the protein is present. Using antibodies specific for determined EhVps23 having a
weight of 62 kDa and which like EnTom1 has a cytoplasmic localization is affected

during the event erythrophagocytosis being different between the two proteins.



RESUMEN

Entamoeba histolytica es responsable de al menos 100,000 muertes al afio en el
mundo. Su potencial patogénico estéa relacionado principalmente a tres mecanismos
celulares: adherencia a la célula blanco, citotoxicidad y fagocitosis. El trofozoito, la
fase mdvil e infectiva, presenta una muy activa remodelacion de sus membranas
plasmaticas e internas. Esta actividad es indispensable para que se lleve a cabo la
endocitosis. En eucariontes, la maquinaria ESCRT (endosomal sorting complex
required for transport) formada por los complejos ESCRT-O0, -I, -Il, -lll; constituye la
parte central de la remodelacibn de membranas. Nuestro grupo de trabajo ha
encontrado que E. histolytica posee elementos de la maquinaria ESCRT-IIl ademas
de proteinas accesorias como EhADH y EhVps4. Adicionalmente se ha mostrado la
participacion de estos elementos en el evento de eritrofagocitosis y trafico vesicular.
Sin embargo, se desconoce la contribucion de los complejos ESCRT-0, I, -1I. Por lo
tanto, el objetivo de este trabajo es estudiar la presencia de proteinas del sistema
ESCRT-0 y ESCRT-I, asi como su participacién en la eritrofagocitosis. El analisis
bioinforméatico mostré que la proteina EhToml, posee un dominio (VHS) de
interaccién a membrana, y un motivo adicional que indica una posible asociacion
con ubiquitina, sugiriendo que EhTom1 podria cumplir un rol similar a los miembros
del ESCRT-0. Por medio de anticuerpos especificos contra un péptido de la
proteina, se encontré que forma complejos de 114, 73 y 60 kDa y se localiza en
condiciones basales en el citoplasma, dandose cambios de su relocalizacion desde
2 min de iniciada la fagocitosis. En cuanto al complejo ESCRT-I, en el genoma de
E. histolytica estd presente el gen para la proteina EhVps23. Usando anticuerpos
especificos para EhVps23 se determind que tiene un peso de 62 kDa y que al igual
gue EhTom1 posee una localizacion citoplasmatica que se ve afectada durante el

evento de eritrofagocitosis, siendo diferente entre ambas proteinas.



I. Introduccién
1. Amebiasis

La amibiasis es definida por la OMS como la infeccidn del parasito protozoario
Entamoeba histolytica la cual puede o no tener manifestaciones clinicas, se
considera como la tercera causa de muertes relacionadas a infecciones parasitarias
en el mundo (WHO, 1997). La amibiasis se caracteriza por una infeccion del tracto
gastrointestinal por el parasito, éste es capaz de invadir la mucosa intestinal y de
propagarse a otros 6rganos, entre ellos el higado. Se calcula que anualmente
existen 100 millones de casos de disenteria amibiana, las complicaciones como la
colitis y el absceso hepatico generan un aproximado de 100,000 muertes al afio
(Mortimer & Chadee, 2010). La gran mayoria de estos casos se presentan en paises
en vias de desarrollo como: México, Sudamérica occidental, sur de Asia, sudoeste
y oeste de Africa. A pesar de que la amibiasis ha presentado una disminucion en el
namero de casos e incidencia en México, esta infeccidbn ain permanece entre las
primeras causas de morbilidad por enfermedades transmisibles, de esta manera,
paso de la 5° posicién en el 2003 con una tasa de incidencia de 972 (por 100,000
habitantes) al 6° lugar en el 2008 y 2011, esto con una tasa de incidencia de 498 y
384 respectivamente (Sanchez-Garay & Muijica-Vargas, 2009; SUIVE, 2012).

2. Taxonomia de Entamoeba histolytica

Desde la descripcion de E. histolytica como una entidad biolégica capaz de producir
manifestaciones clinicas en el humano su clasificacion taxonémica ha sufrido gran
cantidad de modificaciones. Debido a su estrecha relacion (morfolégica vy
bioguimica) con la amiba no patégena Entamoeba dispar no se clasificaron como
especies distintas hasta 1993 (Diamond & Clark, 1993).

Las primeras clasificaciones taxondmicas se efectuaron tomando en cuenta
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas del parasito. La ultima clasificacion toma
en consideracion caracteristicas estructurales y genéticas, esta clasificacion esta

indicada en la Tabla 1.



Tabla 1: Clasificacion taxondémica actual de E. histolytica. (NCBI, 2015; UniProt, 2015)

Dominio Eukarya

Reino Protozooa

Phylum Amebozoa
Subphylum Conosea

Intraphylum Archamoebae

Familia Entamoebidae
Geénero Entamoeba

Especie Entamoeba histolytica

3. Ciclo de vida

Tal como se muestra en la Figura 1, el parasito es adquirido cuando se ingieren
quistes infectivos o maduros (1) a través de alimentos o0 agua contaminada. El quiste
es capaz de resistir las secreciones gastricas y pancreaticas, pero los cambios de
pH permiten el reblandecimiento de la pared del quiste, lo que produce sefiales para
la duplicacion de los cuatro nudcleos presentes. Finalmente, ocurre el
desenquistamiento (2) a nivel de la porcion final del intestino delgado (ileon), con lo
que se liberan ocho formas parasitarias conocidas como trofozoitos (3). Estas
formas maviles del parasito migran al intestino grueso donde se multiplican por fision
binaria. El enquistamiento se inicia cuando el trofozoito avanza a través del intestino
grueso y finaliza con la formacion del quiste mononuclear (4). Como se mencioné
anteriormente, debido a procesos de division nuclear se producen quistes tetra-
nucleados. Trofozoitos y quistes son expulsados con las heces, los trofozoitos
mueren en el medio ambiente, pero los quistes, debido a la proteccion que le
confiere su pared pueden sobrevivir hasta dos semanas en el ambiente externo,
sobre todo en climas humedos.

Los quistes maduros son la forma infectante de la amiba, los trofozoitos en caso de
ser ingeridos, no sobreviven al ambiente acido de los jugos gastricos. Una vez que
se produce el proceso de desenquistamiento en el tubo digestivo, en la gran mayoria

de los casos los trofozoitos se mantienen en el lumen intestinal (infeccion



Quiste Maduro

Trofozoito

Heces

@ Colonizacion no invasiva
A= Forma infectante Enfarmedad intestinal

Enfarmedad extra-intestinal

Figura 1. Ciclo biolégico de Entamoeba histolytica. El parasito protozoario E.
histolytica es trasmitido al humano principalmente por la ingestion de alimentos o
bebidas contaminadas con quistes maduros, en el humano se presenta el estadio
de trofozoitos que es la forma movil, las personas infectadas expulsan en sus
heces quistes infectivos. Dependiendo de diversas condiciones puede llegar a
causar una colonizacidon no invasiva, enfermedad intestinal y/o enfermedad
extraintestinal (CDC, 2015a; CDC, 2015b).



no invasiva) de los individuos, por lo que estos individuos no presentan
sintomatologia clinica, sin embargo, expulsan formas infectantes en las heces. En
otros individuos los trofozoitos invaden la mucosa del tejido (enfermedad intestinal),
0 pueden, a través del flujo sanguineo, invadir 6érganos extra-intestinales como
higado, cerebro y pulmones (enfermedad extra-intestinal). Tanto la forma intestinal
como la extra-intestinal presentan manifestaciones clinicas (CDC, 2015b; Espinosa-
Cantellano & Martinez-Palomo, 2000; Tanyuksel & Petri, 2003).

4. Morfologia

Como se mencion6 anteriormente, se distinguen dos estadios bien establecidos en
el ciclo biologico de E. histolytica, éstos son: el trofozoito y el quiste, ambos
presentan caracteristicas morfolégicas particulares que permiten su identificacién
(Fig. 2).

El trofozoito (Fig. 2 A) la forma movil del paréasito, es pleomarfico, mide entre 20 a
40 um de diametro. Tanto su aspecto como su movilidad se ven influidos por los
cambios de pH, potencial de 6xido-reduccion y osmolaridad entre otras condiciones
del microambiente. Posee abundantes vacuolas en su citoplasma algunas de éstas
contienen bacterias y eritrocitos fagocitados. Un aspecto interesante del trofozoito
es la carencia de los clasicos organelos visibles como son peroxisomas, reticulo
endoplasmico rugoso y aparato de Golgi (Lohia, 2003). Los ribosomas estan
arreglados en hélices en el citoplasma (Lohia, 2003). Pueden poseer mas de un
nacleo (Das & Lohia, 2002) como consecuencia de la formacion de multiples centros
organizadores de microtubulos y husos multipolares (Mukherjee et al., 2009).

El quiste (Fig. 2 B) presenta una forma redonda u oval, existen en gran variedad de
tamafios pero en general son de 10 a 16 um de didmetro, tienen menor contenido
citoplasmico comparandolo con los trofozoitos. Poseen una cubierta gruesa que al
microscopio de luz se observa como un halo. El quiste maduro esta recubierto con
una pared de quitina, que lo hace altamente resistente a los cambios de
temperatura, humedad y presion osmatica (Reed, 1992). Dependiendo de su estado
de madurez, los quistes pueden presentar de 1 a 4 nucleos, los cuales estan
delimitados por una membrana nuclear delgada, poseen condensaciones de

cromatina agregada sobre la superficie interna, un nucléolo ubicado en la parte



central y presentan cuerpos cromaticos, que se observan como estructuras

cilindricas con punta roma (Barker, 1983; Lohia, 2003).

Figura 2. Entamoeba histolytica en sus estadios morfolégicos
caracteristicos. A) Trofozoito de E. histolytica con tincion tricromica. Se
observa un eritrocito en su interior que aparece como una inclusién oscura.
Presenta un solo ndcleo de aspecto pequefio, situado al centro y con
cromatina delgada y uniforme. B) Quiste inmaduro en preparacion con lugol,
se observan dos ndcleos y una vacuola de glucégeno (CDC, 2015a; UNAM,
2015).

5. Mecanismos de Patogénesis
La patogénesis describe el origen y la evolucion de una enfermedad con todos los
factores involucrados en ella. La patogénesis de E. histolytica, la cual se evidencia
en el dafio a los tejidos, es un fendmeno multifactorial que incluye los mecanismos
de adhesion, citotoxicidad y fagocitosis (Garcia-Rivera et al., 1982; Martinez-Palomo
et al., 1985; Ravdin, 1986). Cada uno de estos mecanismos incluye la participacion
de diversas moléculas.

5.1 Adhesion
La adherencia de los trofozoitos a las células es un paso fundamental para que la
destruccion celular ocurra (Orozco-Orozco et al., 1980; Ravdin et al., 1980). La
importancia de la adherencia de las amibas se definié por la seleccion de clonas
deficientes en la adhesién a partir de una cepa virulenta (Garcia-Rivera et al., 1982),



las clonas resultantes poseian bajo efecto citopatico sobre cultivo de monocapas,
fagocitosis y virulencia in vivo (Rodriguez & Orozco, 1986).

Con la inhibicion de la adhesion del trofozoito a su célula blanco, se ha demostrado
que también se evita el evento patogénico sobre esta, sugiriendo que el contacto
inicial es mediado por interacciones especificas y que la adhesion es necesaria para
que ocurra la fagocitosis y la citélisis (Arroyo & Orozco, 1987; Cano-Mancera &
Lopez-Revilla, 1987; Hughes et al., 2003). Las principales moléculas que participan
en los eventos de adhesion son del tipo adhesina y lectina. Las lectinas son
proteinas que reconocen y se unen especificamente a glicanos sin causar una
modificacion, por otro lado las adhesinas son proteinas presentes en la superficie
de bacterias, virus o parasitos que se unen a un ligando presente en la superficie
de la célula blanco.

En la amiba se han descrito dos proteinas con actividad de lectina. La primera de
éstas es inhibida por oligdmeros de N-acetil-glucosamina (Kobiler & Mirelman,
1980), tiene un peso molecular de 220 kDa (Rosales-Encina et al., 1987), ademas
se ha demostrado su localizacién en la superficie de trofozoitos (Meza et al., 1987).
La segunda proteina con activad de lectina es inhibida con N-acetil-galactosamina
(GalNac) o galactosa (Gal), ademas se ha observado que al inhibirla, también se
bloguea la citdlisis de las células blanco (Ravdin & Guerrant, 1981). Esta segunda
lectina conocida como Gal/GalNac se ha localizado en la membrana plasmatica de
trofozoitos (Ravdin et al., 1986), posee un peso molecular de 260 kDa y se compone
de dos subunidades con un peso de 170 kDa y 35 kDa (Petri et al., 1989).

Se ha descrito en la amiba una adhesina de 75 kDa que patrticipa en la adhesion
entre el trofozoito y su célula blanco (Arroyo & Orozco, 1987; Rodriguez et al., 1989),
esta molécula es parte del complejo EhCPADH, el cual se identific6 con una
migracion de aproximadamente 124 kDa y se compone de dos proteinas, la primera
de 75 kDa es la proteina que propiamente posee un dominio involucrado en la
adherencia del trofozoito a su célula blanco, recibe el nombre de EhADH, por otro
lado, la segunda proteina de 49 kDa, es una cisteina proteasa y recibe el nombre
de EhCP112 (Garcia-Rivera et al., 1999). Se ha logrado localizar a la proteina

EhADH en vacuolas y en la membrana plasmética de trofozoitos (Garcia-Rivera et



al., 1997a), ademas durante el contacto con el eritrocito la proteina se localiza
principalmente en sitios de contacto focal entre el trofozoito y el eritrocito (Garcia-
Rivera et al., 1997b).

5.2 Citotoxicidad
La patogenicidad de la ameba se atribuye generalmente a la capacidad del parasito
de destruir tejido a través de la adherencia, la muerte de la célula del huésped
(citotoxicidad) y la protedlisis de la matriz extracelular (Horstmann et al., 1992). El
proceso de citotoxicidad lleva a la destruccion del tejido adyacente al trofozoito, este
fenémeno es conocido como histolisis y debido al mismo E. histolytica recibe su
nombre.
Se ha observado el efecto citopatico seguido del contacto directo de trofozoitos
sobre monocapas celulares de las lineas CHO (del inglés “Chinesse Hamster
Ovary”) (Ravdin et al., 1980) y MCDK (del inglés “Madin-Darby Canine Kidney”)
(Martinez-Palomo et al., 1985). En esta ultima linea celular se demostré ademas,
apertura de las uniones estrechas, distorsion de las microvellosidades, deformacién
de la superficie celular, formacion de discontinuidades focales de la membrana y
lisis.
El primer grupo de proteinas descrito implicado en la citotoxidad, fue el de las
proteinas formadoras de poros, conocidas como amebaporos. E. histolytica posee
tres amebaporo conocidos como A. By C (Leippe, 1999). Se ha descrito que estas
moléculas presentan actividad sobre la membrana plasmatica de macréfagos y
linfocitos (Young et al., 1982). Ademas, se ha observado que la inhibicién de la
sintesis del amebaporo A, genera una disminucioén significativa de la virulencia in
vitro como in vivo (Bracha et al., 1999).
E. histolytica posee alrededor de 50 cistein proteasas, estas enzimas actlan en gran
variedad de sustratos del hospedero incluyendo mucina, laminina, colageno y
proteoglicanos (Ralston & Petri, 2011). Se ha identificado que cepas mutantes con
baja virulencia carecen de la expresion de la EnCP1 (Keene et al., 1990). La EhCP5
puede asociarse a la membrana plasmatica y producir efecto citopatico sobre
células CHO (Jacobs et al., 1998).



La proteina EnCP112 forma parte del complejo EnCPADH, es una cisteina proteasa
de superficie que actia sobre los componentes de la matriz extracelular como son
colagena tipo 1 y fibronectina. Ensayos in vitro han revelado la capacidad de
EhCP112 de destruir las monocapas en cultivo de células MCDK (Ocadiz et al.,
2005). Se ha observado la interaccion de EhCP112 con componentes de las
uniones estrechas como claudina-1 y ocludina, ademas, que al tratar extractos de
trofozoitos con una mezcla de inhibidores de proteasas o anticuerpos dirigidos
contra el complejo EnCPADH se bloquea la degradacion de las proteinas de la unién
estrecha: ocludina, claudina-1, ZO-1, ZO-2. Esto sugiere que el dafo a nivel epitelial
causado por E. histolytica es iniciado por la interaccion del complejo EnCPADH con
proteinas de las uniones estrechas, el cual lleva a la degradacién de la mismas
(Betanzos et al., 2013). Adicionalmente, se ha mostrado que el silenciamiento de
EhCP112 en una cepa virulenta, produce reducciones significativas en la citolisis y
fagocitosis de la célula blanco, indicando la importancia de esta molécula en esos
eventos (Ocadiz-Ruiz et al., 2013).
5.3 Fagocitosis

La fagocitosis se define clasicamente como el mecanismo para la internalizacion y
destruccion de particulas de un tamafio mayor a 0.5 um (Groves et al., 2008). Este
proceso involucra la reorganizacion del citoesqueleto para formar una copa
fagocitica que se cierra alrededor del ligando formando un fagosoma;
posteriormente, se lleva a cabo el trafico del fagosoma a lo largo de la via endocitica
y la fusién del fagosoma con el lisosoma para la digestion de las particulas
internalizadas (Smith & Guillen, 2010).

En el intestino grueso E. histolytica es capaz de internalizar microorganismos
(Bracha et al., 1982), asi como células del hospedero incluyendo células inmunes
(Guerrant et al., 1981) y no inmunes (Tsutsumi et al., 1992), durante la invasion de
los tejidos. La fagocitosis tiene un papel esencial en el crecimiento y constituye uno
de los determinantes de virulencia claves para la amiba. Se ha demostrado que
amibas deficientes en fagocitosis reducen la generacion de absceso hepatico
amibiano en el modelo de hamster (Orozco et al., 1983), la adhesion a eritrocitos,

el efecto citopatico y el efecto citotoxico (Rodriguez & Orozco, 1986).



Tanto en la fagocitosis como en la lisis de la célula blanco se requiere de la
participacion de microfilamentos. Ensayos utilizando inhibidores de Ila
polimerizacién de elementos del citoesqueleto mostraron, la importancia de la
polimerizacion de la miosina para la acidificacion del fagosoma, no asi de los
microtUbulos ni de actina (Mitra et al., 2005). Se ha comprobado también que la
miosina IB participa en la remodelacién del citoesqueleto en el evento de la
fagocitosis de eritrocitos, esto debido a que esta molécula es reclutada en la copa
fagocitica y posteriormente, durante la internalizacion, ésta se encuentra rodeando
al fagosoma (Voigt et al., 1999).

Andlisis protedmicos han revelado que en el fagosoma de E. histolytica se
encuentran un grupo muy diverso de moléculas; éstas pueden ser clasificadas en
diversos grupos con respecto a los mecanismos bioldgicos en los que participan. 1)
Transduccion de sefales: PI3K, PI5K, Ser/Thr cinasas, Adenilato cinasa, Racl,
Rhol, Rho GAP/GEF, RacA, C, D, G; 2) Citoesqueleto: Actina, Profilina, Talina,
Miosina Il, a-actinina; 3) Trafico vesicular: Rabl, Rab5, Rab7 A-E, Rab8, Rabl1 B-
C, Ras GEF/GAP, Adaptina, COPI-a, Clatrina, VPS15, VPS34; 4) Enzimas
hidroliticas: Fosfatasa acida, o, B-amilasa, CP1, 2, 3, 4, 5, 6, Dipeptidil
aminopeptidasa, Fosfolipasa A2, Serina proteasas, Amebaporo B; 5) Proteinas de
superficie: Lectina Gal/GalNac y ATPasa transportadora de calcio (Okada et al.,
2005; Okada et al., 2006).

6. Trafico vesicular en E. histolytica

En E. histolytica atiin no se han establecido claramente los compartimentos celulares
involucrados en el trafico vesicular. En la amiba el trafico de proteinas a través del
reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi es un fenbmeno muy importante
relacionado con la patogénesis debido a la enorme cantidad de factores secretados
por este parasito para lograr la muerte celular, invasion a tejido y el establecimiento
de la inflamacion en humanos. (Smith & Guillen, 2010).

El conjunto de membranas en el citoplasma de una célula eucarionte que divide a
la misma en compartimentos estructurales y funcionales u organelos, se define
como sistema endomembranoso, este se encuentra compuesto por membrana

nuclear, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, lisosomas y endosomas (Field &



Dacks, 2009). A pesar de que en los trofozoitos de E. histolytica no se observan
organelos visibles clasicos como peroxisomas, reticulo endoplasmico rugoso y
aparato de Golgi, las amibas conservan funciones asociadas a ellos (Smith &
Guillen, 2010). Analisis ultraestructurales en trofozoitos de E. histolytica han
revelado la presencia de estructuras similares al reticulo endoplasmico liso y el
aparato de Golgi (Chavez-Mungia et al., 2000). De la misma forma con la utilizacion
de anticuerpos dirigidos a marcadores de reticulo endoplasmico rugoso y aparato
de Golgi, se identificaron estructuras con similitud a estos organelos en E. histolytica
(Ghosh et al., 1999).

El trafico vesicular se encuentra implicado en muchos aspectos de la virulencia de
la amiba. Para el movimiento caracteristico de los trofozoitos, es necesario el
movimiento interno de vesiculas hacia la membrana plasmatica, esto para
proporcionar una fuente de membrana, de la misma manera proporcionando
moléculas que participan en la adhesiéon celular (Bretscher & Aguado-Velasco,
1998; Welter & Temesvari, 2004). Asi mismo, el trafico vesicular también tiene una
implicacion importante en el proceso de fagocitosis, el cual esta estrechamente
vinculado con la virulencia de la amiba (Orozco et al., 1985). De igual manera la
secrecion de cisteina proteasas en lisosomas o fagosomas esta relacionada con el
evento de trafico vesicular (Okada et al., 2006). El trafico membrana es esencial
para la maduracion controlada de fagosomas, en este proceso se encuentran
implicadas las proteinas de tipo Rab, estas son GTPasas pequefias que actlian en
forma de interruptores para regular la fusion de las vesiculas con las membranas
blanco, a través de cambios conformacionales entre la forma activa (unida a GTP)
e inactiva (unida a GDP) (Takai et al., 2001). La maduracion del fagosoma esté
acompafiada por la fusion secuencial de los compartimentos endociticos y
biosintéticos, para formar finalmente el fagolisosoma (Stuart & Ezekowitz, 2005). En
el genoma de E. histolytica se han identificado 91 proteinas Rab putativas, de las
cuales 22 son homologas a Rab 1, Rab2, Rab5, Rab7, Rab8, Rabll y Rab21
(Juarez et al., 2001; Loftus et al., 2005; Saito-Nakano et al., 2004). Se han descrito
nueve isotipos de Rab7 en la amiba, estas se han identificado en fracciones

endosomales y fagosomas aislados por lo que podrian poseer funciones



importantes durante el trafico vesicular del parasito (Okada et al., 2005; Saito-
Nakano et al., 2004). Por otro lado, EhRab5 junto con EhRab7 estan involucradas
en la fase inicial de la biogénesis de vacuolas prefagosomales, y son esenciales

para la fagocitosis eficiente de la amiba (Saito-Nakano et al., 2004).

7. Cuerpos multivesiculares y la maquinaria ESCRT

Los cuerpos multivesiculares o MVB (del inglés “multivesicular body”) son organelos
de gran importancia presentes en células eucariotas, involucrados en el proceso de
endocitosis mediada por ubiquitinacién. Estas estructuras también se han
relacionado con adquisicion celular de nutrientes, regulacion de receptores de
membrana, presentacion de antigenos y la gemacién de algunos virus (Katzmann
et al., 2002; Williams & Urbe, 2007). El tamafio de los cuerpos multivesiculares
generalmente esta entre 400-500 nm (Gruenberg & Stenmark, 2004) y contienen
vesiculas intraluminales uniformemente redondas con un tamafio menor a 50 nm de
diametro (Williams & Urbe, 2007). Las vesiculas intraluminales son generadas por
la invaginacién de brotes de la membrana hacia la parte interior de la vesicula. Este
proceso, por medio del cual se lleva a cabo la formacién de los cuerpos
multivesiculares, es modulado por un grupo de proteinas que componen lo que
colectivamente se conoce como complejo endosomal requerido para el transporte
o ESCRT (del inglés “endosomal sorting complex required for transport”).

Se ha dividido la totalidad del complejo ESCRT en cuatro complejos conocidos
como ESCRT-O0, I, I, lll, de acuerdo a la cronologia de su participacién en la
formacion de MVBs. Estos complejos trabajan en la cara citosélica de los cuerpos
multivesiculares y estan implicados en los procesos de reclutamiento de las
proteinas cargo en vesiculas intraluminales, invaginacion de la membrana y el
evento de escision (Hurley, 2008). ESCRT-0, | y Il contienen proteinas con dominios
de union a ubiquitina, la cual es una marca utilizada para la direccion de proteinas
por esta via, por lo que estos complejos funcionan en el reconocimiento y direccion
de las proteinas ubiquitinadas. ESCRT-l y ESCRT-Il cooperan para formar
invaginaciones de la membrana endosomal (Wollert & Hurley, 2010). Las
subunidades del complejo ESCRT-III se polimerizan formando estructuras con

forma de espiral, estas se encargan de la constriccion de la membrana para separar



la vesicula intraluminal en formacion de la membrana del fagosoma (Avalos-Padilla
et al., 2015; Hurley & Hanson, 2010). ESCRT-III recluta a enzimas deubiquitinasas,
que liberan la ubiquitina para evitar su degradaciéon (Komander et al., 2009).
Finalmente la ATPasa Vps4 es reclutada para disociar los oligomeros de ESCRT-II
a sus subunidades monomeéricas y asi poder ser utilizadas en eventos futuros
(Komander et al., 2009).

7.1 ESCRT-0y Tom1l

En células de mamiferos el primer paso de la via de formacion de MVB es el
reconocimiento y la concentracion de la carga ubiquitinada en subdominios
endosomales, esto es realizado por el complejo conocido como ESCRT-0. En
Saccharomyces cerevisiae el complejo ESCRT-0 esta compuesto por las moléculas
Vps27 que tiene una proteina homologa en el humano conocida como Hrs (del
inglés “hepatocyte receptor tyrosine kinase substrate”) y la proteina Hse1 que en el
humano es conocida como STAM (del inglés “signal transducing adaptor molecule”)
1/2 (Williams & Urbe, 2007).

Ambos componentes del complejo ESCRT-0, Hrs y STAM tienen dominios de union
a ubiquitina conocidos como UIM (del inglés “Ub Interaction Motifs”) (Bilodeau et al.,
2002). Se ha observado que el complejo ESCRT-0 se acumula principalmente en
endosomas tempranos. Esta distribucién es dirigida, al menos en parte por el
dominio FYVE (por Fabl, YGL023, Vps27, y EEA1) presente en Hrs, que exhibe
alta afinidad por fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) el cual est4 enriquecido en la
membrana endosomal (Katzmann et al., 2003; Stahelin et al., 2002). De la misma
manera en Hrs se ha localizado un dominio de interaccién con clatrina, lo que
proporciona un mecanismo de reclutamiento de esta molécula a endosomas
tempranos (Raiborg et al., 2001). Como ya se mencioné anteriormente el ESCRT-0
actua como un adaptador clave para el reclutamiento de ESCRT-I. Especificamente
debido al dominio PxxP dentro del carboxilo terminal de Hrs, éste se asocia con el
dominio UEV (del inglés “Ubiquitin E2 Variant”) presente en Vps23, el cual es una
subunidad del complejo ESCR-I (Katzmann et al., 2003).

En organismos que carecen del complejo ESCRT-0, incluyendo a protistas y plantas

es necesario un adaptador alternativo que regule la orientacion de ESCRT-I al



endosoma. El mejor candidato para esto lo forman las proteinas de la familia Tom1,
estas proteinas albergan dominios de union a ubiquitina conocidos como GAT, de
asociacion a clatrina, de asociacion a Vps23 y de union a fosfolipidos de membrana
(Blanc et al., 2009; Herman et al., 2011; Yamakami et al., 2003).
7.2 ESCRT-I

El complejo ESCRT-I es definido como un complejo proteico de 350 kD que esta
constituido por proteinas vesiculares de clase E o Vps (del inglés “Vacuolar protein
sorting”) conocidas como Vps23, 28 y 37, ademas de la proteina conocida como
Mvbl2 o UBAP1l (Katzmann et al., 2001). Se reconoce que estas cuatro
subunidades se co-ensamblan en una relacion estequiométrica 1:1:1:1, para formar
un heterotetrdmero (Agromayor et al., 2012; Kostelansky et al., 2007).

ESCRT-I es requerido para la direccion de las proteinas ubiquitinadas hacia MVBs,
para lo cual es necesaria una interaccion con la marca de las proteinas, que es la
ubiquitina. Esta interaccion ocurre gracias a Vps23, especificamente al dominio
UEV el cual se une a ubiquitina (Pornillos et al., 2002). Es importante mencionar
que la region de reconocimiento en la ubiquitina es distinta a la que reconoce el
dominio UIM en Hrs (Bilodeau et al., 2003). Se ha encontrado que UBAP1 humana
y Mvb12 de S. cerevisiae poseen dominios de unién a ubiquitina conocidos como
UBA (del inglés “ubiquitin associated”), los cuales les permiten a estas moléculas
unirse a las proteinas cargo (Agromayor et al., 2012; Shields et al., 2009). Andlisis
in vitro han mostrado que la Mvb12 es capaz de unirse a liposomas que contienen
fosfatidilserina, lo que podria proveer la capacidad del ESCRT-I de ser reclutado

hacia endosomas tempranos (Boura & Hurley, 2012).

7.3 ESCRT-Il, ESCRT-Ill y proteinas accesorias de la maquinaria ESCRT
ESCRT-II es un heterotetrAmero que consiste en una subunidad de Vps22 (EAP30)
y Vps36 (EAP45), y dos subunidades de Vps25 (Babst et al.,, 2002b). En S.
cerevisiae ESCRT-Il interactiia con ESCRT-I a través del dominio GLUE (del inglés
“GRAM-like ubiquitin-binding in EAP45”) de Vps36 y el carboxilo terminal de Vps28
(Gill et al., 2007). Dos dominios NZF (del inglés “Npl4-type zinc finger”) estan dentro
del dominio GLUE, uno de éstos une a ESCRT-I y el segundo interacciona con la



ubiquitina (Teo et al., 2006). ESCRT-II es capaz de interaccionar con alta afinidad
con fosfatidilinositol 3P a través del dominio GLUE (Slagsvold et al., 2005).
ESCRT-IIl consiste en cuatro subunidades: Vps20, Snf7, Vps24 y Vps2 (Babst et
al., 2002a). En mamiferos éstas son denotadas como CHMP (del inglés “charged
multivesicular body proteins”) 6, 4, 3 y 2 respectivamente. Los monomeros de
ESCRT-III no localizan en el endosoma, sino que existen en un estado autoinhibido
en el citoplasma. La activacion de ESCRT-Ill ocurre cuando la subunidad de
ESCRT-Il Vps25 se une a Vps20, iniciando el reclutamiento de ESCRT-III al
endosoma. Vps20 recluta a Snf7, el cual al polimerizar recluta a Vps24. Snf7 recluta
también a la proteina Bro1/Alix (del inglés “BCK1-like resistance to osmotic shock
protein-1/apoptosis-linked gene-2 interacting protein X”) que estabiliza los
filamentos de Snf-7 y recluta a la enzima deubiquitinasa Doa4 (Luhtala & Odorizzi,
2004). Finalmente Vps2 es reclutado al endosoma gracias a Vps24 (Teis et al.,
2008).

Una vez ensamblado el complejo ESCRT-III, se requiere energia para disociar los
complejos de la membrana endosomal. La energia es suministrada por la ATPasa
Vps4, esta se une a subunidades de ESCRT-III a través del dominio MIT (del inglés
“microtubule-interacting and traficking”) localizado en el amino terminal, éste
reconoce a MIM (del inglés “MIT-interacting motif’) localizado en el carboxilo
terminal de subunidades de ESCRT-III (Babst et al., 1997; Babst et al., 1998).



II. Antecedentes
Los primeros estudios de la maquinaria ESCRT y la formacién de MVB se realizaron

en S. cerevisiae, y se han enfocado en la caracterizacion de las moléculas
implicadas en cada uno de los complejos ESCR-0, I, Il y lll; ademas del analisis de
los dominios estructurales asi como los funcionales y la importancia de la formacion
de los MVBs en diferentes eventos celulares (Babst et al., 2002a; Babst et al.,
2002b; Katzmann et al., 2001; Kostelansky et al., 2007). La mayoria de estos
hallazgos se han logrado traslapar al humano, pero se han encontrado diferencias
en los componentes del sistema en ambos organismos asi como en los procesos
en donde participan (Henne et al., 2011).

Un estudio filogenético (Leung et al., 2008) realizado con la finalidad de identificar
ortélogos de los componentes del sistema ESCRT en los diferentes grupos que
componen a los organismos eucariotas, encontré que en los taxones analizados
(Opisthokonta, Amoebozoa, Archaeplastida, Chromalveolata y Excavata) esta
presente al menos una proteina perteneciente a los complejos ESCRT-I, I, lll y
asociados al complejo ESCRT-IIl. Ademas, se observdé que por lo menos una
proteina del complejo ESCRT-IIl y una proteina accesoria estaban presentes en
todos los genomas de los organismos analizados, lo que plantea la importancia de
este grupo de proteinas en la formacién de los MVBs. Por otro lado el complejo
ESCRT-0 se encontr6é exclusivamente en el clado Opisthokonta, lo que hace
suponer que este complejo es de caracter dispensable en la formacién de los MVBs.
Esta idea es apoyada por resultados que muestran que el silenciamiento de Vps27
(miembro del complejo ESCR-0) no tiene efectos significativos sobre la endocitosis
del receptor del factor de crecimiento epidermal (Raiborg et al., 2008), ademas, de
la formacién de MVBs en organismos no pertenecientes a este clado (Blanc et al.,
2009; Herman et al., 2011).

Estudios de microscopia electréonica de trofozoitos de E. histolytica (Okada &
Nozaki, 2006; Saito-Nakano et al., 2004) han identificado la formacion de
estructuras caracteristicas de MVBs de diferentes tamafios. Ademas Saito-Nakano
y colaboradores lograron evidenciar la presencia de CP2 y amebaporo A en MVBs.
La posible participacién de la maquinaria ESCRT en Entamoeba histolytica fue

resuelta gracias a analisis protedmicos (Okada et al., 2005; Okada et al., 2006) de



fagosomas de Entamoeba histolytica; éstos revelaron la presencia de ubiquitina,
ubiquitina carboxilo-terminal hidrolasa (deubiquitinasa) y una proteina homologa a
SNF7 (miembro del complejo ESCRT-III), lo que sugiere fuertemente un mecanismo
similar a la maquinaria ESCRT en E. histolytica.

Andlisis bioinformaticos realizados en el 2008 (Leung et al., 2008) mostraron que en
el genoma de E. histolytica estaban codificadas por lo menos 11 proteinas
pertenecientes a los complejos ESCRT-I, I, lll y asociado al lll. Pero fue
posteriormente (Lopez-Reyes et al., 2010) que ademas de detectarse los genes
homologos a proteinas del complejo ESCRT en E. histolytica, se mostré
experimentalmente que al menos 15 de ellos se transcriben y 5 de ellos aumentan
su transcripciéon durante la fagocitosis.

Un andlisis bioinformético (Banuelos et al., 2005) realizado sobre la proteina EhRADH
concluyo que ésta, presenta un dominio Brol, lo cual la relaciona con la familia de
proteinas ALIX en mamiferos (Brol en levaduras), proteinas que participan en la
formacion de MVBs. Asimismo, se encontrd (Banuelos et al., 2012) que al igual que
las proteinas en humano y levadura, EhADH puede interacciona con elementos del
complejo ESCRT-III, en este caso con una proteina EhVps32. Ademas, EhADH al
participar como una proteina accesoria del ESCRT-III se localiza en la superficie
celular y en compartimentos endosomales, por lo que posiblemente contribuye a la
formacion de MVBs en E. histolytica. Asimismo, L6épez-Reyes y colaboradores en el
2010 caracterizaron a la proteina Vps4 (asociada al complejo ESCRT-III), la cual
presenta actividad de ATPasa. Se localizé a esta molécula dentro de fagosomas
rodeando a eritrocitos, y se mostré que mutaciones en el sitio catalitico de EhVps4
repercuten significativamente en los niveles de eritrofagocitosis, en el efecto
citopético y en la produccién de los trofozoitos de abscesos hepéaticos, debido a lo
cual ésta molécula se relacion6 con la patogénesis de la amiba.

En nuestro grupo de trabajo se ha probado (Avalos-Padilla et al.,, 2015) que
EhVps32 se encuentra presente durante el evento de eritrofagocitosis en
fagosomas, ademas colocaliza en copas fagocitica con lectina Gal/GalNac y actina.
Ensayos in vitro e in vivo mostraron que la proteina EhVps32 recombinante puede

oligomerizarse, adquiriendo forma de anillos y filamentos, ademas, se observo la



oligomerizacién de esta proteina durante la eritrofagocitosis. Adicionalmente,
ensayos de silenciamiento probaron la im portancia de la molécula durante eventos
de fagocitosis y pinocitosis. Recientemente se ha logrado identificar los otros
elementos que componen al complejo ESCRT-III en E. histolytica, estos elementos
EhVps2, EhVps20, EhVps24 se ha observado su asociacion a vesiculas fagociticas
en el evento de eritrofagocitosis. Adicionalmente, se ha encontrado que la adicion
secuencial de EhVps20 (1-173), EhVps32, EhVps24 y EhVps2 llevan a la formacion
de vesiculas intraluminales en el modelo de vesiculas gigantes unilamelares (Tesis
de Doctorado Avalos-Padilla 2016).

Andlisis bioinformaticos se han realizado para detectar las proteinas codificadas en
el genoma de E. histolytica, sin embargo los resultados concernientes al complejo
ESCRT-0 son contradictorios (Leung et al., 2008; Lopez-Reyes et al., 2010). Debido
a la falta del complejo ESCRT-0 en la mayoria de eucariontes se ha propuesto que
deben existir moléculas que suplan la actividad de este complejo. Una familia de
proteinas propuesta para esta actividad es el de las proteinas Toml. En
Dictyoselium discoideum (Blanc et al., 2009) se ha comprobado que una proteina
pertenecientes a ésta familia tiene capacidad de unirse a ubiquitina por medio al
dominio GAT, interactuar con clatrina y Vps23 gracias a dominios presentes en su
extremo carboxilo. Ademas, se observo la capacidad de los dominios VHS y GAT
de interactuar con fosfolipidos, lo que podria proveer a la molécula de anclaje a la
membrana endosomal. En E. histolytica mediante un analisis bioinformético
(Herman et al., 2011) se ha mostrado que en su genoma estan codificadas al menos

dos proteinas pertenecientes a la familia Tom1.



[ll. Justificacion
E. histolytica es un parasito responsable de al menos 100,000 muertes al afio a nivel

mundial. Su potencial patdégeno esta relacionado a mecanismos celulares:
adherencia, citotoxicidad y fagocitosis. El trafico vesicular tiene un papel
fundamental en la biologia del parasito, participando en procesos de nutricion,
movimiento, patogénesis (invasion y fagocitosis). Esto mediante la modelacion de
membranas internas y externas, procesos muy dinamicos en el cual participan gran
cantidad de proteinas.

Recientemente se ha estudiado el complejo ESCRT en diferentes modelos
eucariotas donde se ha encontrado la gran importancia de esta maquinaria en
procesos como: la regulacion de receptores, abscision de las membranas durante
la citocinesis y la gemacion de algunos virus. Por otra parte, en E. histolytica se ha
evidenciado la formacion de MVBs, asi como la presencia de componentes del
complejo ESCRT-III (Vps2, Vps20, Vps24 y Vps32) y de proteinas asociadas al
complejo ESCRT-III (Vps4 y EhRADH112). Se ha mostrado la contribucion de estas
moléculas en el evento de eritrofagocitosis y trafico vesicular. Sin embargo, se
desconoce la contribucion de miembros de los complejos ESCRT-0, -l y —Il.
Complejos que estan directamente involucrados en el inicio de la endocitosis en
otros organismos.

Dado que diversos analisis bioinformaticos predicen la existencia del elemento
Vps23 (ESCRT-l) y que ademés los niveles de su mensajero responden
diferencialmente durante el evento de la eritrofagocitosis, proponemos el estudio de
la dinamica de esta molécula durante el evento de eritrofagocitosis de los
trofozoitos. De igual manera, trabajos recientes proponen que organismos carentes
de elementos del ESCRT-0, proteinas pertenecientes a la familia Tom1 podrian
estar llevando a cabo algunas de sus funciones, interesantemente se han
identificado genes que codifican estas proteinas en el genoma de E. histolytica.
Por lo tanto, la identificacion de las proteinas EhToml y EhVps23, asi como el
estudio de su participacion en la eritrofagocitosis, ayudara a entender la importancia

de estos complejos en este evento asi como en la endocitosis.



IV. Hipotesis
E. histolytica expresa las proteinas EnTom1 y EhVps23, las cuales patrticipan en el

fendbmeno de eritrofagocitosis.

V. Objetivos
e Objetivo General
o ldentificar a las proteinas EhToml y EhVps23 en trofozoitos de E.
histolytica y estudiar su participacion durante los eventos de
eritrofagocitosis.
e Objetivos Particulares
o ldentificar y caracterizar mediante analisis in silico las proteinas EhTom1
y EhVps23 en E. histolytica.
o Identificar a las proteinas EhTom1 y EhVps23 nativas.
o Determinar los niveles de mensajero en trofozoitos de E. histolyticay los
cambios de estos durante la eritrofagocitosis.
o Estudiar la localizacion de EhToml y EhVps23 en trofozoitos de E.

histolytica en condiciones basales y durante la eritrofagocitosis.
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VIl.  Material y Métodos
7.1 Analisis in silico
En el analisis in silico se realizo la busqueda de homologos de las moléculas Vps23

y Toml en la base de datos del genoma de E. histolytca AmoebaDB

(http://amoebadb.org/amoeba). Primero se buscaron las secuencias de las

proteinas Vps23 y Toml reportadas en el humano y Saccharomyces cerevisiae,
para esto se utilizaron las bases de datos Protein

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) y Keeg (http://www.genome.jp/kegq). Con la

secuencia obtenida se procedié a realizar una busqueda de proteinas homélogas
codificadas en el genoma de la amiba en la base de datos AmoebaDB con la
herramienta BLAST usando una matriz Blosum62. Posteriormente se realizaron
alineamientos secuenciales de las proteinas identificadas con sus homélogas de
humano y levadura, para lo cual se utlizaro el programa M-Coffe

(http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:mcoffee), a las proteinas seleccionadas como

posibles homdlogos se les predijo los dominios funcionales y estructurales con la
herramienta SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) y Motif proporcionado por

Kegg.
Las secuencias primarias de las posibles proteinas homologas a Vps23 'y Tom1l se

mandaron al servidor JPred (http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred) para predecir

la estructura secundaria y a RaptorX (http://raptorx.uchicago.edu/) para generar el

modelaje tridimensional de las proteinas, ademas se realizé una comparacion con
las estructuras reportadas de los dominios caracteristicos en la base de datos PDB
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). De igual manera se realiz6 un

alineamiento estructuras con los modelos tridimensionales de sus homologas en
humano y levadura.

7.2 Cultivo de Trofozoitos de E. histolytica
Los trofozoitos de la clona A cepa HM1: IMSS (Orozco et al., 1982) fueron cultivados

axénicamente a 37 °C en medio TYI-S-33 (Diamond et al., 1987), suplementado con
10% con suero bovino (ECHITEC-BIO; GIBCO, Invitrogen), 6% de la mezcla de
vitaminas de Diamond (JRH, Biosciences), 1.2 U/ml de Penicilina (Lakside) y 1.4

mg/ml de estreptomicina (Lakside).
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Una vez que alcanzaron la fase logaritmica de crecimiento, los trofozoitos se
despegaron mediante una incubacion en hielo durante 10 minutos, los trofozoitos
se cosecharon a 500 g durante 10 minutos a 4°C, se realizaron 2 lavados con PBS
a 4 °C para eliminar los remanentes de medio. Para cuantificar el nUmero de amibas,
se realiz6 un conteo en camara de Neubauer empleando la siguiente formula:

Amibas (sumatoria de los cuatro cuadrantes)
4

7.3 Obtencion de DNA gendmico en E. histolytica
La obtencién de DNA gendmico se realiz6 utilizando el kit “Wizard® SV Genomic

Amibas/ml = x Factor de dilucion

DNA Purification System” (Promega). Un cultivo de 6 x 10° en fase logaritmica se
cosechd como se menciond anteriormente. El paquete celular se resuspendié en
1.5 ml de PBS frio y se transfirié a tubos Eppendorf de 1.5 ml. Nuevamente se
centrifugd a 13,000 g durante 10 segundos y se elimind el sobrenadante; la pastilla
resultante se resuspendio en 600 pl de solucién de lisis de nucleos y se mezclo
suavemente; inmediatamente después se afiadid 3 ul de la solucion de RNAsa, se
mezclé fuertemente el tubo y se incubo durante 30 min a 37 °C. La mezcla se enfrio
a temperatura ambiente, se afiadieron 200 pl de solucion de precipitacion de
proteinas, se agitdé en vértex y se enfri6 en hielo durante 5 min. Después se
centrifug6é a 13,000 g durante 6 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se
paso6 a un tubo nuevo y se le agregd 600 pl de isopropanol y se mezclé suavemente
por inversion. Posterior a esto, se centrifugd a 13,000 g durante un min a
temperatura ambiente. El sobrenadante se descarté y a las pastillas se afadieron
600 pl de etanol al 70%, se mezcl6 suavemente para lavar el DNA obtenido y se
centrifugd a 13,000 g durante 1 min a temperatura ambiente. El etanol se elimin6
cuidadosamente y la pastilla se sec6 durante 15 min en la campana de flujo laminar.
Para finalizar, la pastilla de ADN se rehidrato con 100 pl de agua libre de nucleasas,
el DNA se cuantifico por espectrofotometria (Nanodrop) a 260/280 nm, se hicieron

alicuotas y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.



7.4 Obtencion de cDNA en E. histolytica

En primer lugar se obtuvo de RNA total de trofozoitos de E. histolytica mediante la
utilizacién de TRIzol®. Para esto se partieron de 1x 10° trofozoitos cosechados y
lavados. Estos se centrifugaron a 13,000 g por 10 min, el sobrenadante se desechoé
y la pastilla se resuspendiéo 200 ul de TRIzol®, posterior a esto, la mezcla se
centrifugd suavemente e incub6 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron 30
de cloroformo, se agitd vigorosamente incubd durante 3 min a temperatura
ambiente. Después se centrifugé a 13,000 g por 15 min a 4°C, se tomo la fase
superior y se paso a un tubo Eppendorf nuevo, se agregaron 75 ul de isopropanol a
temperatura ambiente, se mezclé suavemente por inversion e incubd 10 min a
temperatura ambiente, pasando este tiempo se centrifugo a 13,000 g durante 10
min a 4°C. Se retiré el sobrenadante y se lava dos veces la pastilla con 500 pl de
etanol al 75% (en agua DEPC). Se retir6 el etanol completamente en la campana
de flujo laminar, la pastilla resultante se resuspendié en 30 ul de Agua DEPC. El
RNA se cuantificd por espectrofotometria (Nanodrop) a 260/280 nm, se hicieron
alicuotas y se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Para el caso de qRTPCR se
utilizé inmediatamente después de la obtencion.

Para la obtenciéon de cDNA a partir de RNA total se utilizo el kit “First Strand cDNA
Synthesis”. Primero se hizo el tratamiento del RNA para eliminar el gDNA que
pudiera estar presente, para lo cual en un tubo Eppendorf se agregaron 5 pg de
RNA total extraido, 1 pl de buffer de reaccién, 1 ul de DNasa, Agua libre de
nucleasas hasta un volumen de 10 pl. Para llevar a cabo la reaccion este tubo se
incubo a 37°C durante 30 min, después de este tiempo se le agrego 1 pl de EDTA
50mM y se incub6 a 65°C durante 10 minutos para detener la reaccion. Se tomo
una alicuota de 1 pl de la reaccién para meterlo como control durante la PCR. Para
llevar a cabo la reaccidn de retrotranscripcion se coloc6 en un tubo Eppendorf 1 pl
de oligo dt, 5 ug de RNA total tratado con DNasa, 1 pl de dNTPs. La mezcla se
incubo a 65°C durante 5 min, se enfrié en hielo y se le dio un spin. Posteriormente
se agrego6 4 pl de buffer 5X first strand, 2 pl de DTT 0.1M y 1 pl de RNA sin; se
mezclé suavemente el contenido e incubo a 42°C 2 min. Se agregé 1 pl de Super

Script Il RT (200U), se mezcld por pipeteo e incubo a 42°C durante 50 min. La



reaccion se inactivo por calor a 70°C durante 15 minutos. Para eliminar el RNA se
agrego 1 pl de RNasa y se incubo a 37°C por 20 min. El cDNA se cuantifico por
espectrofotometria (Nanodrop) a 260/280nm, se hicieron alicuotas y se
almacenaron a -20 °C hasta su uso.

7.5 Disefo de oligonucleoétidos especificos y PCR
El disefio del par de oligonucleétidos especificos para los genes de Ehtoml y
Ehvps23 se realizé empleando la herramienta “PCR Oligo Marker” que se encuentra

disponible en la red (http://www.yorku.ca/pjohnson/AssemblyPCRoligomaker.html).

Ademas, a estos oligonucledtidos se les agregaron secuencias reconocidas por las
enzimas de restriccibn BamHI para el oligo en sentido y EcoRI para el oligo en
antisentido. A los oligos disefiados se les realizo un analisis de BLAST en la base
de datos de E. histolytica (AmoebaDB) con la finalidad de comprobar que las
secuencias elegidas se localizaran exclusivamente en nuestros genes de interés.
Para probar la eficacia de la amplificacién de la totalidad de los genes Ehtom1l y
Ehvps23 (855 y 1485 pb, respectivamente) se procedid a realizar PCR punto final,
se tom6 como molde cDNA para el gen Ehtom1 debido a que este presentaba en la
secuencia un intron; para el gen Eh Vps23 se utilizé de gDNA. Para la reaccion de
PCR se hizo la siguiente mezcla de reaccion 100 ng del molde, 200 uM de cada
uno de los oligonucle6tidos correspondientes (sentido y antisentido), 200 uM de
cada ANTP (dATP, dCTP, dTTP y dGTP), buffer 1X, 2mM de cloruro de magnesio,
0.2 U de la enzima Taq polimerasa y se aforo con agua libre de nucleasas a un
volumen final se 10 pl. Para los controles negativos, para el caso de la amplificacion
del gen Ehtom1 se uso la mezcla de reaccién pero se coloc6 como molde un paso
intermedio en la obtencién del cDNA (RNA tratado con DNasa), para el caso de la
amplificacion del gen Ehvps23 se colocd toda la mezcla de reaccion excepto gDNA.
La amplificacién se llevé a cabo en un termociclador Eppendorf, utilizando el
siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 95°C por 1 min, seguido por 35 ciclos
(15sa95°C,30sa60°Cy2mina 72 °C) y finalmente un extension final a 72°C
por 5 min. Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 1%, en
solucion TAE (Tris-Acetato-EDTA).


http://www.yorku.ca/pjohnson/AssemblyPCRoligomaker.html

Para la obtencién del gen de interés para la clonacion se realizé una reaccion de
PCR con el kit “KAPA Hifi Hot Start PCR”. La mezcla de reaccion fue la siguiente
100 ng del molde, 300 uM de cada uno de los oligonucleétidos correspondientes
(sentido y antisentido), 300 uM de KAPA dNTPMix, KAPA Hifi Buffer 1X, 2mM de
cloruro de magnesio, 1 U de la enzima KAPA Hifi Hot Start DNA polymerase y se
aforo con agua libre de nucleasas a un volumen final se 50 pl. La amplificacion se
llevd a cabo en un termociclador Eppendorf, utilizando el siguiente programa:
desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 min, seguido por 35 ciclos (20 sa 98 °C, 15 s
a 60 °C y 30 s 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 solucion TAE (Tris-
Acetato-EDTA). Las bandas del amplificado para cada caso se cortaron de los geles
de agarosa y se mantuvieron a -20°C hasta su uso.
7.6 Purificacion de DNA a partir de agarosa

Las bandas correspondientes con el fragmento de interés se purificaron con el kit
“GeneJET Gel extraction” (Fermentas). Las bandas ya cortadas fueron pesadas
dentro de un tubo Eppendorf de 1.5 ml. Después, se agreg6 un volumen 1:1 del
amortiguador de unién y se incubo la mezcla a 60°C durante 10 min o hasta que el
gel estuviera completamente disuelto. La mezcla se agito suavemente por inversion
y se agregaron un volumen de isopropanol al 100% y se mezclé vigorosamente. La
mezcla se cargd en la columna de purificacion GeneJET y se centrifugo a 13,000 g
durante 1 min y se descarto el liquido. Con la finalidad de lavar el DNA unido a la
columna, se colocaron 100 pl del amortiguador de union, se centrifug6é igual que en
el paso anterior y se lavd con 700 pl de amortiguador de lavado, nuevamente se
centrifugo en las condicion establecidas. Se descartd lo contenido en el tubo
colector y se volvié a centrifugar 1 min a 13,000 g para remover los residuos de
etanol. Finalmente para eluir el DNA obtenido, la columna se monté en un tubo
nuevo y se adiciono 50 ul de agua libre de nucleasas y se centrifugo. EI DNA
obtenido se cuantifico por espectrofotometria a 260/280 nm (Nanodrop) y se

almacenaron a -20°C hasta su uso.



7.7 Ligacion del producto de PCR purificado al plasmido pJET1.2/blunt y
transformacion

Los genes Ehtoml y Ehvps23 amplificados y purificados se ligaron al vector
pJET1.2/blunt (Fermentas) el cual permite clonar directamente productos de PCR
gue posean extremos romos generados por la ADN polimerasa de alta fidelidad.
Adicionalmente este vector posee un gen letal que es interrumpido por la ligacion
de un inserto en el sitio de clonacién, de manera de que solo las células que poseen
los plasmidos recombinantes son capaces de sobrevivir, eliminando la necesidad
de seleccionar clonas. La reaccion de ligacion fue la siguiente 2 ul de Buffer de
reaccion 2X, 75 ng del producto de PCR purificado, 25 ng del vector de clonacion
pJET1.2/blunt, 1 ul de DNA ligasa T4 y se llevé a un volumen final de 20 pl con agua
libre de nucleasas. Se le dio vortex brevemente y se centrifugo 3 s, la mezcla de
ligacion se incubo a temperatura ambiente durante 5 min. La mezcla se almacenoé
a -20°C hasta su uso.

7.8 Produccion de Escherichia coli competentes
A partir de una colonia de bacterias Escherichia coli DH5a se produjo un cultivo 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) y se incub6 a 37°C a 170 rpm durante toda la
noche. Al dia siguiente se inocularon 400 pl de cultivo inicial en 40 ml de medio LB
y se incubo a 37°C a 170 rpm hasta que las bacterias alcanzaron una densidad
Optica de 0.4, a una longitud de onda de 600 nm. El cultivo se colectd en tubos
conicos de 50 ml y se centrifugo a 1700 g a 4°C durante 5 min, la pastilla se
resuspendié en 20 ml de CaCl: 50 mM frio y se incubo durante 20 min a 4°C.
Terminando este tiempo la muestra se centrifugo nuevamente a 1700 g a 4°C
durante 5 min, la pastilla se resuspendié en 4 ml de CaCl250 mM frio y se guardé a
4°C hasta su uso. Las células se mantienen estables hasta por 7 dias.
La preparacion de bacterias competentes E. coli BL21 fue similar al procedimiento
descrito anteriormente, excepto que las colonias se cultivaron en medio LB

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



7.9 Transformacién de células competentes
Para introducir los plasmidos deseados en las bacterias E. coli, se colocaron 100 pl
de células competentes frescas y se agregaron 20 ng del plasmido (o toda la
reaccion de ligacion en caso de ser el caso), la mezcla se incuba durante 30 min a
4°C, posteriormente se dio un choque térmico durante 45 s a 42°C, seguido por una
incubacion de 5 min en hielo. Al término de este tiempo se adicionaron 300 pl de
medio LB y se incubo 1 hora a 37°C en agitacion (200 rpm). Después de esta
incubacion, las células recién transformadas fueron espatuladas en cajas de Petri
que contenian agar LB adicionado con ampicilina a una concentracion de 100 ug
/ml para las células DH5a o cloranfenicol 34 pg/ml en caso de BL21. Finalmente las
placas se incubaron durante toda la noche a 37°C.

7.10 Seleccion de clonas transformantes por PCR
Para la seleccion de colonias transformantes con el gen de interés se procedi6 a
realizar reacciones de PCR usando como molde 1 pl de cultivo con una densidad
Optica 0.4 a 600 nm de cada una de las colonias a analizar. La mezcla de reaccién
asi como el programa utilizado fueron los mismos que se utilizaron anteriormente.
Se us6 como control negativo cultivo de bacterias DH5a sin transformar. Los
productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 1%, en solucion TAE (Tris-
Acetato-EDTA).

7.11 Congelacion de bacterias
Con la finalidad de conservar las bacterias transformadas se procedi6o a la
congelacion de las mismas. Una colonia de bacterias transformadas se cultivd en 5
ml de medio LB durante toda la noche, a 37°C a 170 rpm. Al dia siguiente el
contenido de cada tubo se empastillé en un tubo de 1.5 ml centrifugandose a 12,000
g durante 1 min. El sobrenadante se decant6 y la pastilla se resuspendié en un
volumen de 500 pul de glicerol diluido al 25% en medio LB. Posteriormente, la
muestra se incub6 a 4°C durante 10 min para que el glicerol pudiera penetrar bien
a las células, las bacterias se almacenaron a -70°C hasta su uso.
Para el caso de bacterias DH5a transformadas con el plasmido pJET1.2/blunt

recombinante se adiciono a la ampicilina a una concentracion final de 100 pg/mly



en el caso de las cepas BL21 se adicioné cloranfenicol a una concentracion final de
34 ug/ml.
7.12 Purificacion de plasmidos

Para realizar la extraccion de plasmidos se utilizé el kit “QUIAGEN Plasmid
Purification” (QUIAGEN). Las colonias resultantes de cada transformacion se
crecieron en 5 ml de medio LB durante toda la noche, a 37°C con agitacion
constante (180 rpm). El medio fue suplementado con 100 pg/ml de ampicilina
cuando se cultivaron bacterias E.coli DH5a, 0 bien suplementado ademas con 34
pg/ml de clorafenicol cuando se cultivaron bacterias de la cepa BL21. Los cultivos
iniciales se diluyeron 1:500 en medio LB selectivo, se incubaron a 37°C por 12-16
horas en agitacién constante (180 rpm). A continuacion, las bacterias se cosecharon
por centrifugacion a 6000 g, durante 15 min a 4°C y el sobrenadante se descarto.
La pastilla se resuspendié en 4 ml de amortiguador “P1”, posteriormente se le
adiciono 4 ml de amortiguador “P2”, se mezclo por inversion 4 a 6 veces y se incubd
a 4°C durante 15 min. La mezcla fue centrifugada a 20,000 g durante 30 min a 4°C,
se colect6 el sobrenadante y se filtré para eliminar detritus celulares no deseados.
Al mismo tiempo, una columna QUIAGEN-tip100 se equilibr6 agregando 4 ml de
amortiguador QBT y permitiendo que la columna se vaciara por fuerza de gravedad.
Una vez equilibrada la columna, se agreg6 el sobrenadante filtrado y se permitié su
entrada a la resina mediante fuerza de gravedad. La columna se lavé con dos
volimenes de 10 ml de amortiguador QC y el ADN plasmidico se eluyo con 5 ml del
amortiguador QF precalentado a 65°C. El ADN obtenido se precipitdé adicionando
3.5 ml de isopropanol, se mezcld y se centrifugo a 2,500 g durante 1.5 horas a 4°C.
Al término de este tiempo, el sobrenadante se decantd cuidadosamente y la pastilla
con el ADN se lavé con 2 ml de etanol al 70%, centrifugando a 2,500 g durante 10
min. La pastilla se dejé secar en campana de flujo laminar hasta que se evaporara
completamente el etanol. Finalmente el ADN seco, se resuspendio en un volumen

apropiado de agua libre de nucleasas y se guardé a -20°C hasta su uso.



7.13 Secuenciacion
Para confirmar la ausencia de mutaciones en la secuencia de los genes Ehtom1 y
Ehvps23, asi como asegurar que los genes se encontraran en marco de lectura
adecuado, se realiz0 la secuenciacion nucleotidica de manera automatizada. Para
llevar a cabo la secuenciacion se utilizé el kit “BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing”, la mezcla de reaccién fue la siguiente 4 ul de BigDye v3.1, 80 ng del
primer, 800 ng del DNA molde y se aforo con agua libre de nucleasas hasta 20 pl.
La condiciones de reaccion utilizadas fueron las siguientes una desnaturalizacion a
96°C durante 5 min y 30 ciclos (96°C 30 s, Tm del oligonucleétido 30 s, 60°C 4 min).
Se realiz6 la precipitacion de la reaccion de secuenciacion de la siguiente manera,
la totalidad de la mezcla de reaccion se transfirio a un tubo de 1.5 ml, se le agrego
5 pl de EDTA 125 mM pH 8.0 y 60 pl de etanol absoluto. Se dio vortex brevemente,
se le hizo un spin corto, se incubo a temperatura ambiente por 30 min cubierto de
la luz. Después de esto la mezcla se centrifugo a 13,000 g durante 20 min, se
removié el sobrenadante con mucho cuidado y se lavé dos veces con 250 ul de
etanol al 70%. Para eliminar el sobrenadante se centrifugo a 13,000 g durante 5
min y se eliming la totalidad del etanol.
7.14 Ensayo de restriccién

Para llevar a cabo la ligacion de genes de interés al vector de expresion, los
plasmidos pJET1.2/blunt-Ehtom1, pJET1.2/blunt-Ehvps23 y pGEX-6P-1 purificados
se restringieron con Enzimas Fast Digest (Thermo Scientific). La mezcla de reaccion
utilizada fue la siguiente 2 pl de Buffer Fast Digest 10X, 1 pug de DNA plasmidico, 1
ul de cada enzima (EcoRI y BamHI) y se foro con agua libre de nucleasas hasta 20
ul. La reaccién se mezcld y se centrifugd a 13,000 g por 5 s, se incubd por 15 min a
37°C; la reaccion se inactivo con una incubacion a 80°C durante 5 min. Los
productos de la digestién se analizaron en geles de agarosa al 1%, en solucion TAE
(Tris-Acetato-EDTA). Las bandas correspondientes a los fragmentos deseados se
cortaron de los geles de agarosa y se purificaron igual a como se explico

anteriormente.



7.15 Ligacion de los genes de interés al vector pGEX-6P-1
Se realiz6 la ligacion de los genes de interés digeridos y purificados al vector de
expresion pGEX-6P-1 digerido con las mismas enzimas de restriccion. La ligacion
se llevé a cabo con el kit “Rapid DNA ligation”, para llevar a cabo esto se llevo a
cabo la siguiente mezcla de reaccion: 100 ng del vector pPGEX-6P-1 linealizado, 300
ng del inserto, 4 pl del Buffer de ligacion rapida 5X, 1 pl de la T4 DNA ligasa y se
llevé a un volumen de 20 pl con agua libre de nucleasas. La mezcla se mezcl6 e
incubo a 22°C por 5 min.
La mezcla de reaccidén se utilizé para transformar bacterias E.coli DH5a de la
manera que ya se explicé anteriormente y se corroboré de igual manera la clonas
transformantes por la reaccion de PCR. Se purificaron los plasmidos con buena
amplificacion del gen de interés y se realiz6 la reaccidon de secuenciacion para
observar el correcto marco de lectura del mismo.

7.16 Induccién de las proteinas recombinantes GST-EhToml y GST-

EhVps23

Bacterias E. coli BL21 fueron transformadas con la construccion pGEX-6P-1-
Ehtoml o pGEX-6P-1-Ehvps23 para producir las proteinas recombinantes GST-
EHTom1 y GST-EhVps23. La induccion de realizo de la siguiente manera: una
colonia de la cepa transformada se inoculo en 5 ml de medio LB adicionado con
ampicilina (100 pg/ml) y cloranfenicol (34 pug/ml) y las bacterias se crecieron a 170
rpm de agitacion a una temperatura de 37°C. El cultivo se dejo crecer hasta alcanzar
una densidad 6ptica de 0.8 a 600 nm de longitud de onda, la induccién de la proteina
recombinante se realiz6 por la adicién de IPTG (isopropil-B-D-1-tio-galactosido)
hasta una concentracién de 0.1 mM e incubandose durante 3y 6 h a 37 °C. Los
cultivos se centrifugaron a 8,000 g durante 20 minutos, las 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 B-mercaptoetanol). Las
muestras se analizaron por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 10% (GST-EhToml) y 8% (GST-
EhVps23).



7.17 Andlisis de la solubilidad de las proteinas recombinantes GST-
EhTomly GST-EhVps23

La biomasa de 100 ml de cultivo bacteriano inducido se resuspendié en 2.5 ml de
Buffer de lisis (1 mM de EDTA, 300 mM de NaCly 20 mM de Tris), después de esto
la solucion se sonico en frio utilizando un sonicador ultrasonico de punta Vibra-Cell
Sonics® por cuatro ciclos de 30 segundos a una amplitud del 60%, alternando
descansos de 30 segundos. El lisado celular se centrifug6 a 13,000 g durante 15
min para separar la fraccion soluble e insoluble. Cada una de las fracciones fueron
diluidas en amortiguador de muestra 2X, se hirvieron por 5 min y se analizaron por
corrimiento electroforético para identificar la fraccion en la cual se localizaban las
proteinas recombinantes.

7.18 Aislamiento de cuerpos de inclusion y solubilizacion
La pastilla correspondiente a la fraccion insoluble de 100 ml de cultivo se
resuspendié en 3 ml de Buffer de aislamiento (2 M de urea, 20 mM de Tris, 0.5 M
de NaCl y 2% de Triton X-100) frio y se sonico 4 veces en ciclos de 30 segundos a
una amplitud de 60%, alternando descansos de 30 segundos. El lisado se centrifugo
a 13,000 g durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se descarta y la pastilla se
resuspendié nuevamente en Buffer de aislamiento frio, después de esto se sénico
nuevamente (4 ciclos de 30 segundos a una amplitud del 60%).
El cultivo se centrifugo nuevamente a 13,000 g durante 15 min. La pastilla se
resuspendioé en 5 ml de Buffer de solubilizacion (8 M de Urea, 20 mM de Trisy 0.5
M de NaCl). El cultivo se agito toda la noche a 37°C a 200 rpm, después de este
tiempo se centrifugo a 13,000 g durante 20 min a 4°C. Cada una de las fracciones
fueron diluidas en amortiguador de muestra 2X, se hirvieron por 5 min y se
analizaron por corrimiento electroforético para identificar la fraccion en la cual se
localizaban las proteinas recombinantes.

7.19 Tincion de proteinas con azul de Coomassie
Los geles fueron tefiidos con solucion de Coomassie (azul de Coomassie R-250 al
0.05%; metanol al 5% y acido acético al 10%) durante 15 min. Posteriormente, los

geles se destifieron con una solucion decolorante (metanol 5% y acido acético al



7%), haciendo varios cambios de esta solucién, hasta que se pudieron visualizar las
bandas de las proteinas.

7.20 Electrotransferencia de proteinas e inmunodeteccion (ensayo tipo

Western-blot)

Los geles conteniendo las proteinas separadas por electroforesis se equilibraron
previamente en solucion de trasferencia 1X (9 M de Tris; 1 M de Glicina; 20% de
Metanol). Posteriormente se armoé la unidad de transferencia tipo “sandwich”,
teniendo en contacto el gel de acrilamida a la membrana de nitrocelulosa. El folder
se colocé en una camara de Electrotransferencia (Bio-Rad) que se llendé con
solucion de transferencia fria y se colocé en un bafio de hielo. La transferencia se
realizd a 400 mA, durante 80 min. Transcurrido este tiempo, los componentes de la
camara de electrotransferencia se desmontaron y la membrana se tifio con solucién
de rojo de Ponceau (rojo de Ponceau al 0.1% y acido acético al 1%), para verificar
la correcta transferencia de las proteinas desde el gel hacia la membrana.
Posterior a esto la membrana se destifio rapidamente con solucién de transferencia
e incubo con la solucion bloqueadora (leche baja en grasa al 5% en PBS) durante
toda la noche a 4°C. Posteriormente, la membrana se incubo con el anticuerpo
primario (segun sea el caso) disuelto en solucion blogueadora durante toda la noche
a 4°C. A continuacion, se realizaron 6 lavados con TBS-Tween al 1% durante 6 min,
posterior a esto las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios (anti-
IgG de cabra acoplado a peroxidasa, anti-lgG de ratén acoplado a peroxidasa y anti-
IgG de rata acoplado a peroxidasa) utilizando una dilucion 1:10,000 en leche al 5%
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de 6 lavados con TBS-Tween al
1% de 6 minutos cada uno, la unién antigeno-anticuerpo se revelo con la adicion de
solucion reveladora.

7.21 Extraccion de las proteinas recombinantes de cuerpos de inclusiéon
Debido a que nuestra proteina se encontraba en su gran mayoria dentro de cuerpos
de inclusién se procedio a extraerlo de estos mediante la técnica de electroelucion.
Para esto se hicieron geles preparativos en poliacrilamida (10% para GST-EhTom1
y 8% para GST-EhVps23). La banda que correspondia a nuestra proteina

recombinante se recort6é y se almaceno a 4°C hasta su uso.



Las bandas en gel de poliacrilamida se cortaron finamente y se coloc6 en un tubo
para electroelucion, este a su vez se monté en la camara de electroelucion. Se
coloco buffer de corrida 1X y se corrié a 10 mA por cada tubo en la camara por un
tiempo aproximado de 1 hora. Después de este tiempo se descarto el buffer de
corrida de la camara y se coloc6 buffer de corrida nuevo sin SDS, posterior a esto
se corrid nuevamente la camara en las mismas condiciones por al menos media
hora. Se desmontaron los tubos y se colecto la fraccidon correspondiente a las
proteinas. Alicuotas de esta fraccion fueron guardadas a 4°C hasta su uso. Estas
proteinas se usaron en la titulacion de los sueros inmunes de animales inmunizados
para la obtencién de anticuerpos policlonales contra nuestra proteina de interés.
7.22 Disefio de péptidos especificos para lainmunizacion

El disefio de péptidos especificos para la inmunizacion y deteccion de las proteinas
EhToml y EhVps23 se realiz6 empleando las bases de datos ABCpred
(http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/) y BCPred

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

mejores péptidos candidatos a buenos inmundgenos a partir de los reportes
experimentales que ya se han hecho.

Ademas, estos péptidos estan conjugados a KLH (Hemocianina de lapa
californiana) esto para mejorar la inmunogenicidad de los péptidos. Los péptidos
fueron mandados a sintetizar a la empresa GL Biochem (Shangai)
(http://www.glschina.com/en/pro/first.htm).

7.23 Generacion de anticuerpos policlonales contra las proteinas EnTom1
y EhVps23

Para la generacion de anticuerpos contra la proteina EnTom1 se utilizaron 4 ratones
machos de la cepa Balb/c de 4 a 6 semanas de edad, estos se inmunizaron con 80
pug de un péptido especifico emulsificado en un volumen igual de adyuvante Titer-
Max Gold (Sigma). El volumen total de la mezcla se repartié en ambas piernas (via
muscular) y en la espalda (via subcutanea) de cada animal. Previo al primer reto se
obtuvo una muestra de sangre de cada animal para obtener el suero preinmune, el
cual se utiliz6 como control negativo. Los animales se inmunizaron cuatro veces

utilizando la misma cantidad de proteinas recombinantes, con un intervalo de 14


http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/
http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/predict.html
http://www.glschina.com/en/pro/first.htm

dias entre cada reto. La sangre se obtuvo 14 dias después de cada reto y las
muestras se incubaron a 37°C durante media hora para facilitar la separacion del
suero, posterior a la incubacion se centrifugo a 2,000 g durante 15 min para
recuperar el suero, el cual se separo en alicuotas que se almacenaron a -20°C hasta
su uso. El andlisis de la especificidad y la titulacion de los anticuerpos policlonales
anti-EhTom1, se realizaron mediante ensayos tipo Wester-blot usando extractos
totales de amiba y la proteina recombinante.
Para el caso de la obtencion de anticuerpos policlonales contra la proteina EhVps23
se siguié el mismo esquema de inmunizacién, pero en su lugar se usaron ratas
Wistar que se inocularon con 100 ug de un péptido especifico. El analisis de la
especificidad y la titulacion de los anticuerpos policlonales anti-EhVps23, se
realizaron mediante ensayos tipo Wester-blot usando extractos totales de amiba y
la proteina recombinante.

7.24 Extraccion de proteinas totales de E. histolytica
De un cultivo de amibas se realizaron 3 lavados con PBS frio y se centrifugaron a
2,000 g durante 5 minutos entre cada lavado. Por cada 500,000 amibas se
agregaron 900 ul de PBS y 100 pl de TCA. Se dej6 a 4°C toda la noche y se
centrifugo a 13,000 g durante 5 min. Después de esto se lavé la pastilla 5 veces con
1 ml de PBS frio. La pastilla se seco totalmente y se guardé a -70°C hasta su uso.

7.25 Cuantificacién de los mensajeros para EhVps23y EhTom1
Se extrajo RNA de E. histolytica como se indica anteriormente. EI RNA se cuantificd
por espectrofotometria (Nanodrop) a 260/280 nm.

7.26 Ensayos de inmunofluorescencia
Se cosecharon trofozoitos de E. histolytica se cosecharon en frio y se
resuspendieron en medio TYI sin suero en una concentracién de 1.25x 10°
trofozoitos en 100 pl, la suspension celular se colocd en cubreobjetos estériles
contenidos en placas de cultivo, y se incubaron a 37 °C durante 20 minutos para
permitir la adhesion de los trofozoitos al vidrio. Posteriormente, se afiadieron 2 ml
de TYI incompleto y se dejaron incubar 2 horas a 37°C. Pasado este tiempo se
descarto el medio y se agrego sobre el cubreobjetos eritrocitos en una relacion 1:20

diluidos en medios TYI incompleto, ambos tipos celulares se incubaron durante 2,



5, 10 min a 37 °C. Las preparaciones se lavaron con PBS a temperatura ambiente
para eliminar los eritrocitos no adheridos ni fagocitados, posteriormente estos se
fijaron con paraformaldehido al 4% a 37°C durante 30 1 h, se lavaron con PBS y se
permeabilizaron con triton X-100 al 0.2% durante 15 min. Se efectu6 un lavado con
PBS filtrado y se bloque6 durante 1 h con suero bovino al 10%.

A continuacion se agregaron los anticuerpos primario policlonales (anti-EhVps23 y
anti-EhToml1) o suero preinmune en una dilucion 1:50 y las preparaciones se
incubaron 6 h a 37 °C. Se efectuaron dos lavados con PBS y se incubaron con el
anticuerpo secundario anti-lgG de raton acoplado a Alexa 647 o anti-IgG de rata
acoplados a FITC (isotiocianato de fluoresceina) a una dilucion 1:100 durante 40
min a 37 °C. Nuevamente se realizaron dos lavados con PBS y para tefiir los nucleos
las muestras se incubaron con DAPI (declorhidrato de 4,6-diamido-2-fenilindo) a
una concentracion de 0.25 mg/ml durante 6 min a temperatura ambiente, seguido
de tres lavados con PBS 1X estéril para eliminar el exceso de DAPI. Las muestras
se colocaran sobre portaobjetos limpios y estériles, adicionando 10 pl de Vecta
shield, finalmente las muestras se sellardn con barniz alrededor de cada

cubreobjetos.



VIIl. Resultados
8.1 Identificacién in silico de los elementos Tom1y Vps23 en Entamoeba
histolytica
En el humano asi como en Saccharomyces cerevisiae se ha descrito que la

maquinaria ESCRT es necesaria para el direccionamiento de moléculas cargo, para
que esto se lleve a cabo es necesaria la accidén secuencial de los complejos ESCRT-
0. ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III (Williams & Urbe, 2007). Para el caso de la amiba
se han logrado identificar experimentalmente los elementos del complejo ESCRT-
Il (Avalos-Padilla et al., 2015; Tesis de Doctorado Avalos-Padilla 2016), asi como
elementos accesorios de la maquinaria (Banuelos et al., 2012; Lopez-Reyes et al.,
2010). Pero en la actualidad se carecen de ensayos in silico extensos asi como de
ensayos in vitro para la identificacion de los elementos de los complejos que inician
la maquinaria. Por lo que nos propusimos a estudiar a los complejos ESCRT-0 y
ESCRT-I en la amiba. Para elegir a un candidato de elemento del complejo ESCRT-
0 y ESCRT-I abordamos la busqueda in silico, de las proteinas hipotéticas de los
complejos ESCRT-0 y ESCRT-I en E. histolytica, para esto utilizamos como molde
las secuencias de las proteinas en humano y Saccharomyces cerevisiae, obtenidas
de la base de datos KEGG. De estos resultados (datos no mostrados) se obtuvo
como mejor candidato un posible homélogo de la proteina Vps23 (ESCRT-I), sin
embargo no se obtuvieron proteinas con una alta probabilidad a ser homélogos de
la maquinaria ESCRT-0. Analisis previos () han mostrado que en la gran mayoria
de organismos carecen de los elementos de los complejos ESCRT-0, por lo que se
proponen mecanismos diferentes que cumplen sus funciones, con esta primicia se
ha propuesto () a elementos de la familia Toml como posibles elementos
ancestrales del complejo ESCRT-0. Dado estos antecedentes nos propusimos la
busqueda de homélogos de proteinas de la familia Tom1 en E. histolytica usando la
misma estrategia que utilizamos anteriormente, en esta busqueda encontramos un
posible homélogo de Tom1 en Entamoeba histolytica.

La secuencia de las proteinas Toml, TomlL1l y Tom1lL2 de humano fue alineada
con la secuencia de aminoacidos de la proteina EhnTom1 hipotética (No. acceso:
EHI_087590) (Figura 4A). Esta proteina posee una identidad del 20% con la
Tom1L1l de humano (No. acceso hsa: 10040). La longitud de la posible Tom1 es



menor a la de humano, teniendo esta ultima 476 aa, en tanto que la de amiba posee
284 residuos. A pesar de la identidad muy baja que presenta la proteina de la amiba,
la prediccion de la estructura secundaria muestra un gran parecido entre la
estructura del amino terminal (8 alfa hélices) de la proteina EHI-087590 y Tom1L1
(Figura 4A), difiriendo un poco en la parte carboxilo terminal. Ademas al hacer una
comparacion de los dominios funcionales (Figura 4B) presentes estas proteinas
observamos que ambas poseen en su extremo amino terminal al dominio VHS el
cual permite la asociacion con fosfolipidos de membrana (Blanc et al., 2009) y a la
proteina Hrs (ESCRT-I) (Puertollano 2005). Sin embargo la proteina EHI_087590
carece del dominio GAT, el cual permite su asociacién a ubiquitina (Blanc et al.,
2009) (Shiba et al., 2004).

Finalmente hicimos una prediccion de la estructura terciara de estas proteinas,
observandose por lo menos tres dominios estructurales para el caso de Tom1L1
(Figura 5A) y dos en el caso de la proteina EHI_087590 (Figura 5B), al hacer un
alineamiento estructural encontramos una identidad estructural del 98% (Figura 5C)
entre el dominio VHS de ambas moléculas y una identidad del 82% (Figura 5D)
entre el dominio GAT de Tom1L1 y un dominio estructural de 3 alfa hélices presente
en la proteina EHI_087590.

Dado estos resultados consideramos a la proteina EHI_087590 de E. histolytica
homologo a la proteina Tom1L1 de humano, por lo cual se le nombrara a partir de

este momento como EhTom1.
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Figura 4. Comparacion entre las proteinas de la familia Tom1 de humano con
un posible homdélogo en Entamoeba histolytica. A) Se muestra el alineamiento
entre las proteinas de la familia Toml y un candidato a esta proteina en E.
histolytica, el alineamiento se realizé con el programa M-coffe, se muestra la
similitud en una escala de azul. En la parte inferior del alineamiento se muestra la
prediccidn de la estructura secundaria de Tom1L1 y la proteina en E. histolytica con
la base de datos JPred, donde se muestran las alfas hélices en ovalos rojos. B)
Dominios funcionales encontrados en las proteinas de la familia Tom1 en humanos
y el posible miembro en E. histolytica, el andlisis se realizé con la bases de datos
SMART vy la herramienta Motif, los dominios se presentan en rectangulos verdes.
En las proteinas de la familia Tom1 de humano se encontrd la presencia de los
dominios VHS y GAT, para el caso de EHI_087590 solo se observé la presencia del
dominio VHS.
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Figura 5. Modelaje de la estructura terciaria de las proteinas HsToml1L1 y
EHI_087590. A) y B) Muestran la estructura terciaria completa de las proteinas
HsToml1L1ly EHI_087590 respectivamente, la prediccion de la estructura se obtuvo
usando la base de datos RaptorX, se muestran las hélices alfa en rojo y las laminas
beta en amarillo. Para la proteina HsTom1L1 se muestran los dominios estructurales
que corresponden a los dominios VHS y GAT, para la proteina EHI_097590 se
muestran dos dominios estructurales, uno de ellos caracterizado como el dominio
VHS. C) Se muestra el alineamiento estructural del dominio VHS de ambas
proteinas. D) Alineamiento estructural entre en dominio GAT de HsTom1L1 y un
dominio estructural no identificado en EHI_087590. Alineamientos realizados por la
herramienta “Structure Alignment” de RaptorX.



Las secuencias de las proteinas Vps23 del humano (HsVps23) y Vps23 de
Saccharomyces cerevisiae fue alineada con la secuencia de aminoacidos de la
proteina EhVps23 hipotética (No. Acceso: EHI_135460) (Figura 6A). Esta proteina
posee una identidad del 25% con la Vps23 de humano (No de acceso hsa: 7251).
La longitud del posible homologo a Vps23 es mayor que la del humano, teniendo
esta ultima 390 aa, en tanto que la de amiba posee 494 residuos. Debido a la
identidad baja que presenta la proteina de la amiba, se realizé la prediccion de la
estructura secundaria (Figura 6A), donde se encontré que ambas proteinas tienen
gran parecido, ya que en su parte amino tienen alrededor de seis laminas betas con
una hélice alfa a los extremos, por otro lado en la parte carboxilo presentan tres alfa
hélices. Siguiendo el esquema anterior, se procedié a hacer una comparacion de
los dominios funcionales de ambas proteinas (Figura 6B), de donde se observa que
ambas proteinas presentan los dominios UBCc (o UEV) que permiten la interaccion
con ubiquitina (Pornillos et al., 2002), ademas ambas proteinas presentan el dominio
Vps23 core el cual permite la interaccion de los elementos del complejo ESCRT-I
(Teo et al., 2006).

Finalmente hicimos una prediccion de la estructura terciaria de estas proteinas,
donde se observa un gran parecido entre ambas estructuras, ya que ambas
presentan tres dominios estructurales (Figura 7A y 7B), al realizar el alineamiento
estructural, encontramos una identidad estructural del 94% (Figura 7C) entre los
dominios UEV de ambas moléculas, y una identidad del 88% (Figura 7D) entre los
dominios Vps23 core de ambas proteinas.

Dado estos resultados consideramos a la proteina EHI_135460 de E. histolytica
homologo a la proteina Vps23 de humano, por lo cual se le nombrara a partir de
este momento como EhVps23.
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Figura 6. Comparacion entre las proteinas Vps23 de diferentes especies con un
posible ortélogo en E. histolytica. A) Se muestra el alineamiento entre las proteinas
HsVps23, ScVps23 y EHI_135460. El alineamiento se realiz6 con el programa M-coffe y se
muestra la similitud en escala de azul. En la parte inferior del alineamiento se representa la
prediccion de la estructura secundaria de HsVps23 y EHI_135460 realizada por la base de
datos JPred, donde se muestran las alfa hélices en 6valos rojos y las laminas beta en
flechas verdes. B) Dominios funcionales presentes en las proteinas HsVps23, ScVps23 y
EHI_135460, andlisis realizado con la base de datos SMART vy la herramienta Motif, los
dominios se presentan en rectangulos verdes. En las tres proteinas analizadas estan
presentes los dominios UBCc y Vps23c.
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Figura 7. Modelaje de la estructura terciaria de las proteinas HsVps23 y EHI_135460.
A) y B) Muestran la estructura terciaria completa de las proteinas HsVps23 'y EHI_135460
respectivamente, la prediccion de la estructura se obtuvo usando la base de datos RaptorX,
se muestran las hélices alfa en rojo y las laminas beta en amarillo. Para ambas proteinas
se muestran los dominios estructurales que corresponden a los dominios UBCc y Vps23c.
C) y D) Alineamiento estructural de los dominios UBCc y Vps23c de ambas proteinas,
realizado por la herramienta “Structure Alignment” de RaptorX.



8.2 Disefio de oligonucledtidos especificos y PCR
Debido a la necesidad de la obtencion de las proteinas recombinantes para la

titulacion de los anticuerpos contra las proteinas EhTom1 y EhVps23 se decidio
hacer la clonacion de los genes respectivos, para lo cual se disefiaron
oligonucledtidos especificos para la amplificacion de estos genes, ademas, a estos
oligonucledtidos se les agregaron las secuencias necesarias para que los productos

pudieran ser reconocidos por las enzimas de restriccion EcoRIl y BamHI (Tabla 2).

Tabla 2. Secuencia de los oligonucleétidos especificos utilizados para la amplificaciéon del gen
Ehvtom1 y Ehvps23

Gen Secuencia Tm°C
Ehtom1 Sentido 5- 60
GGGGATCCATGTTAATGAATAAATCCCAAAAATCTAA
AACAC-3’
Antisentido 5’- 60
GGGAATTICTTATCTTAATTTCTTTGATTCAAACATAAAT
TGTGT-3’
Ehvps23 Sentido 5’- 60
GGGGATCCATGCAACCTATAAACAATGAAAAGAATAT
TAACA-3’
Antisentido 5’- 60
GGGAATTCTTATTCAGTTATGCAATACTTTGCATGAA-
3/
Estos oligonucledtidos se disefiaron con la herramienta “PCR Oligo Marker” para amplificar
especificamente los genes completos que codifica para las proteinas EnTom1 y EhVps23, a estos
oligos se les incorporaron secuencias reconocidas por endonucleasas, que permitieron la clonacién
directa del inserto en el vector de clonacion. Nucleétidos subrayados con linea continua sefalan la
secuencia reconocida por la enzima BamHI; los nucleétidos subrayados con linea punteada sefialan

la secuencia reconocida por la enzima EcoRI.



Al analizar los genes que codifican a nuestras proteinas de interés se encontré que
el gen Ehtom1 posee en su secuencia un intron, por lo que para la amplificacion de
este gen para la clonacién se decido partir de cDNA, por otro lado para el caso de
el gen Ehvps23 al no poseer intrones se decidié partir de gDNA. Primero para
revisar que los pares de oligonucleétidos especificaran un solo producto se procedio
a realizar reacciones de PCR convencionales, utilizando como molde gDNA (Figura
8A) se obtiene amplificados especificos de alrededor de 965 pb para el caso de
Ehtom1 y de 1485 pb para el gen Ehvps23, resultados que concuerdan con los ya
reportados en la base de datos AmoebaDB; por otro lado al utilizar cDNA (Figura
8B) como molde se obtienen amplificados de 855 pb para Ehtoml y de 1485 pb
para Ehvps23, resultado igualmente concordantes con lo ya reportado en la base
de datos.

Ya corroborado la amplificacion especifica con los pares de oligonucleétidos
disefiados, ademas, del correcto tamafio de los productos, se procedio a realizar la
amplificacion de los genes correspondientes con la enzima de alta fidelidad (Figura
8C), esto, para seguir con los pasos de la clonacion. De igual manera En esta
amplificacion se muestran los tamafios de 855 pb para Ehtoml y 1485 pb para
Ehvps23.
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Figura 8. Amplificacion de los genes completos Ehtoml y Ehvps23 con
oligonucleétidos especificos. En todos los casos los productos de la amplificacién
se analizaron en geles de agarosa al 1%. A) Amplificacion de los genes Ehtom1 y
Ehvps23 con oligonucleétidos especificos usando como molde gDNA. Carril 1:
control negativo. Carril 2: Fragmento amplificado en la PCR utilizando los
oligonucledtidos para el gen Ehtom1. Carril 3: Fragmento amplificado utilizando los
oligonucledtidos para el gen Ehvps23. B) Amplificacion de los genes Ehtoml y
Ehvps23 con oligonucleotidos especificos usando como molde cDNA. Carril 1:
control negativo. Carril 2: Fragmento amplificado en la PCR utilizando los
oligonucledtidos especificos para el gen Ehtom1. Carril 3: Fragmento amplificado
utilizando los oligonucleétidos para el gen Ehvps23. C) Amplificacion de los genes
Ehtom1 y Ehvps23 con la polimerasa de alta fidelidad. Carril 1: control negativo de
la amplificacion de Ehtom1. Carril 2: Fragmento amplificado en la PCR utilizando los
oligonucledtidos especificos para el gen Ehtom1, usando como molde cDNA. Carril
3: control negativo de la amplificacion de Ehvps23. Carril 4: Fragmento amplificado
en la PCR utilizando oligonucleétidos especificos para el gen Ehvps23, usando
como molde gDNA.



8.3 Ligacion de los genes de interés al vector de subclonacion

Para la subclonacién de nuestros genes de interés se utilizé el vector de clonacion
pJET1.2/blunt (Figura 9) el cual permite la unién directa de productos de PCR,
ademas de una seleccion rapida debido a la presencia de un gen letal. Después de
la ligacion de los amplificados se transformaron bacterias E. coli DH5a y se procedié
a la seleccion de clonas transformantes. La seleccion de clonas transformante se
efectu6é mediante ensayos de PCR, donde se utilizé como molde, crecimiento de las
diferentes clonas en medio liquido. Para el caso de las clonas transformantes con
el vector pJET1.2/bunt-Ehtom1 se obtuvo que solo la clona No. 4 (Figura 10A)
presenta niveles considerables de nuestro gen de interés. Por otro lado para las
bacterias transformadas con el vector pJET1.2/blunt-Ehvps23 se encontré que la
clonas No. 2 y 3 (Figura 10B) poseian buenos niveles en la expresion de nuestro
gen de interés. Las construcciones seleccionadas para los subsecuentes pasos,
fueron secuenciadas para descartar las posibles mutaciones, utilizando los
oligonucledtidos especificos disefiados para su amplificacion, ademas para
completar la secuenciacion de toda la secuencia se utilizaron los oligonucleétidos
sugeridos por el kit “CloneJET PCR”. No se observaron mutaciones en la secuencia
de nuestros genes de interés (Apéndice No. 1), adema con base a estos resultados

se construyeron los modelos de las construcciones realizadas (Apendice No. 2)



Figura 9. Mapa del vector pJET1.2/blunt. Se utiliz6 para la subclonacion directa
del gen Ehtom1 y Ehvps23, a partir de los extremos romos dejados por la polimerasa
de alta fidelidad. Se muestra ademas la presencia del gen de resistencia a
ampicilina y el gen letal eco47IR los cuales favorecen la seleccion de bacterias

transformantes.
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Figura 10. Seleccién de clonas transformantes con el vector de subclonacion
recombinante con el gen de interés. A) Amplificacion del gen Ehtoml con
oligonucledtidos especifico utilizando como molde el cultivo de las distintas clonas
transformantes con el plasmido pJET1.2/blunt-Ehtom1. Carril 1: Control negativo.
Carril 2-Carril 6: Fragmento amplificado utilizando como molde las distintas clonas
transformantes. B) Amplificacién del gen Ehvps23 con oligonucleétidos especificos
utilizando como molde el cultivo de las distintas clonas transformantes con el
plasmido pJET1.2/blunt-Ehvps23. Carril 1: Control negativo. Carril 2- Carril 6:
Fragmento amplificado utilizando como molde las distintas clonas transformantes.



8.4 Digestion de los plasmidos para laligacién del gen de interés al
vector de expresion

Los vectores pJET1.2/blunt-Ehtom1l y PJET1.2/blunt—Ehvps23 purificados
fueron digeridos con las enzimas de restriccion BamHI y EcoRI (Figura 11) para
la liberacion del inserto, de igual manera el vector de expresion pGEX-6P-1 fue
digerido con las mismas enzimas de restriccibn para poder ligar nuestros
insertos en este plasmido. La linealizacion del plasmido pJET1.2/blunt—Ehtom1
mostro una migracion aproximada de 3845 pb, lo que concuerda con lo
esperado, de igual forma al realizar la digestion con ambas enzimas se logro
observar la liberacion de un fragmento de aproximadamente 855 pb, el cual
corresponde al tamafio del gen Ehtoml, se puede observar un segundo
fragmento de alrededor de 2974 pb el cual corresponde al vector pJET1.2/blunt.
Por otro lado, al realizar la linealizacion de la construccion pJET1.2/blunt-
Ehvps23 se observo que este poseia un tamafo de aproximado de 4475 pb, el
cual corresponde a lo esperado, cuando se realizé una digestion con las enzimas
ya mencionada se observo la liberacién de un fragmento de aproximadamente
1485 pb (correspondiente al gen Ehvps23) y un fragmento de mayor tamafo
(2974 pb) el cual corresponde al vector pJET1.2/blunt. Finalmente la restriccion
del plasmido pGEX-6P-1 con ambas enzimas de restriccion mostro un tamafio
aproximado de 4980 pb, cabe mencionar que el fragmento liberado no es
observable, ya que la separacion entre ambos sitios de restriccion en el plasmido
(Figura 12) es de solo de 3 pb.
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Figura 11. Digestion de los plasmidos pJET1.2/blunt- Ehtom1, pJET1.2blunt-
Ehvps23 y pGEX-6P-1 con las enzimas de restriccion BamHI y EcoRI. Los
vectores con los genes de interesa si como el vector de expresion fueron digeridos
para llevar acabo la ligacion de los genes de interés en el vector de expresion, la
digestion fue realizada con las enzimas de digestion “Fast Digest” (Thermo
Scientific). Carril 1: Vector pJET1.2/blunt-Ehtom1 linealizado con la enzima EcoRI.
Carril 2: Vector pJET1.2/blunt-Ehtom1 digerido con las enzimas BamHI y EcoRlI.
Carril 3: Vector pJET1.2/blunt-Ehvps23 linealizado con la enzima EcoRI. Carril 4:
Vector pJET1.2/blunt-Ehvps23 digerido con las enzimas BamHI y EcoRI.



8.5 Ligacion de los genes de interés al vector de clonacion

Para la produccion de nuestras proteinas recombinantes se realiz6 la ligacion de los
Ehtoml1 y Ehvps23 al vector de expresion pGEX-6P-1. El mapa del vector se
representa en la Figura No. 12 y se muestra los sitios reconocidos para las enzimas
de restriccion BamHI y EcoRI, ademas de la presencia de una secuencia que
codifica para un fragmento de la proteina GST, la cual servira como la etiqueta de
nuestras proteinas recombinantes.

Después de realizar la ligacion ya mencionada se transformaron bacterias E. coli
DHb5a para la expansion del plasmido, igual que en la anterior transformacion se
eligié la mejor clona transformantes por ensayos de PCR con los oligonucledétidos
especificos para nuestro gen de interés utilizando como molde crecimiento
bacteriano de las distintas clonas en medio liquido. Para las clonas transformantes
con la construcciéon pGEX-6P-1 se obtuvo que la clona No I, fue la que poseia una
buena amplificacion de nuestro gen de interés. Por otro lado, de las clonas
transformadas con la construccion pGEX-6P-1, la No IV poseia una buena
amplificacion de nuestro gen Ehvps23.

Las construcciones de estas clonas fueron purificadas y se le realizo una reaccion
de secuenciacion para corroborar el correcto marco de lectura de nuestros genes
Ehtom1 y Ehvps23, no se observo errores en el marco de lectura (Apéndice No 4),
con estos resultados se elaboraron los modelos de las construcciones realizadas
(Apéndice No. 5). Con estas construcciones ya purificadas se transformaron

bacteria E.coli BL21 para la induccion de las proteinas recombinantes.
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Figura 12. Mapa del vector pGEX-6P-1. Este vector se utilizd para la expresion de
los genes Ehtom1 y Ehvps23, para la ligacion se digirio el plasmido con las enzimas
EcoRly BamHI. Se muestra ademas la presencia del gen de resistencia a ampicilina
y la secuencia que codifica para la proteina GST que sirvid como etiqueta para la
proteina recombinante, con lo que se favorecio su reconocimiento y purificacion.
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Figura 13. Seleccion de clonas transformantes con el vector de clonacion
recombinante con el gen de interés. A) Amplificacion del gen Ehtoml con
oligonucleédtidos especifico utilizando como molde el cultivo de las distintas clonas
transformantes con el plasmido pGEX-6P-1-Ehtom1. Carril 1: Control negativo. Carril 2-
Carril 6: Fragmento amplificado utilizando como molde las distintas clonas transformantes.
B) Amplificacion del gen Ehvps23 con oligonucle6tidos especificos utilizando como molde
el cultivo de las distintas clonas transformantes con el plasmido pGEX-6P1-Ehvps23. Carril
1: Control negativo. Carril 2- Carril 6: Fragmento amplificado utilizando como molde las
distintas clonas transformantes.



8.6 Induccidn de las proteinas GST-EhTom1 y GST-EhVps23

En bacterias E.coli BL21 transformadas con la construccion pGEX-6P-1-Ehtom1 y
pGEX-6P-1-Ehvps23 se realiz6 la induccion por 3y 6 horas a 37°C de las proteinas
recombinantes GST-EhTom1 y GST-EhVps23. Los resultados de la induccion de la
proteina GST-EhToml tefidos por Coomassie (Figura No. 14A) muestran la
presencia de una banda de alrededor de 57 kDa desde las 3 horas de induccion,
esta banda parece concordar con una banda que es reconocida con anticuerpos
anti-GST (Figura No. 14B) en el WB realizado, esta banda también se observa
desde las 3 horas de induccion.

En los resultados de la induccion de la proteina GST-EhVps23 tefidos por
Coomassie (Figura 14A) se pudo observar la presencia de una banda de alrededor
de 80 kDa desde las tres horas de induccion, la cual también fue reconocida por los
anticuerpos anti-GST (Figura 4B). Cabe mencionar que el peso encontrado para
ambas bandas es muy cercanos al peso esperado, para el caso de GST-EhTom1
de 56.24 kDa y 79.34 para el caso de GST-EhVps23.

Debido a que se observé la induccién de ambas proteinas recombinantes desde las
tres horas, para los experimentos posteriores se efectué la induccion de las

proteinas recombinantes por 3 horas a 37°C.
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Figura 14. Induccién de las proteinas GST-EhTom1y GST-EhVps23 en bacteria
E.coli BL21. Las bacterias E. coli BL21 transformadas con los vectores pGEX-6P1-
EhToml y pGEX-6P1-EhVps23 se les indujo la expresion de las proteinas
recombinante en medio LB suplementado con IPTG 0.1 mM incubandose a 37°C.
A) Gel tefiido con Coomassie de los distintos tiempos de induccién de las proteinas
GST-EhTom1 y GST-EhVps23. Carril 1-3 induccién de la proteina GST-EhTom1.
Carril 4-6 induccion de la proteina GST-EhVps23. Carril 1 y 4 bacterias sin
induccion. Carril 2 y 5 bacterias con 3 horas de induccion a 37°C. Carril 3 'y 6
bacterias con 6 horas de induccién a 37°C. B) Western-blot, se incubo con anti GST
en cabra 1:10,000 como anticuerpo primario 1 hora a 37°C; como anticuerpo
secundario se utilizé anti IgG de cabra 1:10,000. Los carriles se cargaron igual que
en el gel anterior. En flechas rojas se muestran las bandas de las proteinas
recombinantes.



8.7 Fraccionamiento de las distintas etapas en la obtencién de la proteina
GST-EhTomly GST-EhVps23

Con la finalidad de purificar las proteinas GST-Ehtoml y GST-EhVps23, se
analizé la solubilidad de la proteina. Las bacterias BL21 transformadas e
inducidas con IPTG durante 3 horas a 37°C se lisaron y se formaron las
fracciones solubles (FS) e insoluble (FI), posterior a esto a las fracciones
insolubles se les practicaron lavados (L1 y L2) para la obtencién de cuerpos de
inclusién (Cl), y la solubilizacién de los mismos (CS).

Los resultados del fraccionamiento de las bacterias productoras de la proteina
GST-EhTom1 tefiidos por Coomassie (Figura 15A) muestran que la banda
anteriormente identificada de un peso aproximado de 57 kDa esta presente en
la fraccién insoluble y no son solubilizados por el tratamiento a los cuerpos de
inclusién, quedando después del tratamiento en cuerpos de inclusién. Este
mismo comportamiento se observo al utilizar anticuerpos contra la etiqueta de
GST (Figura 15B).

De igual manera al realizar el fraccionamiento de las bacterias productoras de la
proteina GST-EhVps23 tefiidos por Coomassie (Figura 15B) muestran que la
banda identificada como la proteina recombinante (aproximadamente de 80
kDa) se encuentra principalmente en la fraccion insoluble, lavado uno, lavado
dos y no es solubilizado por el tratamiento de los cuerpos de inclusion, quedando
después del tratamiento en estos ultimos. Este comportamiento fue confirmado
al usar anticuerpos contra la etiqueta de GST (Figura 15B) sobre las mismas
fracciones.

Debido a que en ambos caso la gran mayoria de las proteinas recombinantes
se encontraron en cuerpos de inclusion, se abordd la extraccidn de esta proteina

por la técnica de electroelucion.
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Figura 15. Fraccionamiento en la obtencién de la proteina GST-EhTom1. Se
realizo la induccion de la proteina GST-EhTom1 por la incubacion de 3 horas a 37°C
en medio LB adicionado con IPTG 0.1mM, se realiz6 un fraccionamiento para la
identificacion de en qué parte permanecia nuestra proteina de interés. 0= Bacterias
sin inducir. 3=Bacterias con una induccién de 3 horas a 37°C. FS= Fraccion soluble.
Fl= Fraccion insoluble. L1= Lavado 1. L2= Lavado 2. CS= Solubilizado de los
cuerpos de inclusion. Cl= Cuerpos de inclusion finales. A) Corrimiento en gel de
poliacrilamida al 8% tefiido con Coomassie. B) Western-blot se incubo con anti GST
en cabra 1:10,000 como anticuerpo primario 1 hora a 37°C; como anticuerpo
secundario se utilizé anti IgG de cabra 1:10,000. Las flechas rojas sefialan las
bandas que representan a la proteina recombinante GST-EhTom1.
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Figura 16. Fraccionamiento en la obtencién de la proteina GST-EhVps23. Se
realizé la induccién de la proteina GST-EhVps23 por la incubacién de 3 horas a
37°C en medio LB adicionado con IPTG 0.1mM, se realizd un fraccionamiento para
la identificacion de en qué parte permanecia nuestra proteina de interés. 0=
Bacterias sin inducir. 3=Bacterias con una induccién de 3 horas a 37°C. FS=
Fraccién soluble. FI= Fraccion insoluble. L1= Lavado 1. L2= Lavado 2. CS=
Solubilizado de los cuerpos de inclusion. Cl= Cuerpos de inclusion finales. A)
Corrimiento en gel de poliacrilamida al 10% tefiido con Coomassie. B) Western-blot
se incubo con anti GST en cabra 1:10,000 como anticuerpo primario 1 hora a 37°C;
como anticuerpo secundario se utilizé anti IgG de cabra 1:10,000. Las flechas rojas
sefalan las bandas que representan a la proteina recombinante GST-EhVps23.



8.8 Extraccion de las proteinas GST-EhTomly GST-EhVps23 de cuerpos
de inclusién

Para llevar a cabo la técnica de electroelucion para la obtencién de las proteinas
recombinantes se corrieron la fraccion correspondiente a cuerpos de inclusion en
geles de poliacrilamida, los geles fueron tefiidos con Coomassie (Figura 17), las
bandas correspondientes al peso de 57 kDa para GST-EhTom1 (Figura 17A) y de
80 kDa para la proteina GST-EhVps23 (Figura 17B) fueron cortadas del gel de
poliacrilamida y se guardaron a 4°C hasta su uso.

Para corroborar la identidad de la proteina en la banda cortada se realiz6 un ensayo
tipo WB usando anticuerpo anti GST, en estos se corroboro la identidad de la
fraccidon cortada en ambos casos (Figura 17Ay 17B).

Se realiz6 la técnica de electroelucion, la cual consta de por medio de una corriente
eléctrica desplazar las proteinas contenidas en los geles a un pequefio
compartimento, donde quedaran resuspendidas en un volumen pequeiio del
amortiguador de corrida. Las fracciones obtenidas de la técnica de electroelucion
fueron analizadas por electroforesis SDS-PAGE al 10% y tefiidas con azul de
Coomassie (Figura 18A). Adicionalmente estas fracciones fueron analizadas
mediante Western-blot (Figura 18B). Se puede observar en el caso de las
fracciones de GST-EhTom1 solo la fraccion No. 2 mostro una banda en el gel, banda
qgue es reconocida por los anticuerpo anti GST y presenta un peso molecular
aproximado de 57 kDa. De las fracciones correspondientes a GST-EhVps23 no se
lograron observar bandas en el gel tefiido por azul de Coomasie, sin embargo la
fraccidn No. 2 presento reconocimiento al realizar el WB, este reconocimiento fue
de aproximadamente 80 kDa, lo que identifica a esta banda como la proteina GST-
EhVps23.

Dado estos resultados para la titulacion de sueros inmunes que se hicieron
posteriormente, se uso la proteina recombinante purificada GST-EhTom1. Por otro
lado debido a las cantidades minimas que se obtuvieron de la proteina GST-

EhVps23, se usaron cuerpos de inclusion que tenian a la proteina ya mencionada.
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Figura 17. Geles preparativos de cuerpos de inclusion con las proteinas GST-
EhTom1ly GST-EhVps23. Geles preparativos generados para la extraccion de las
proteinas recombinantes de los cuerpos de inclusién. A) Gel preparativo para los
cuerpos de inclusién con la proteina GST-EhToml, gel al 10% de poliacrilamida
tefiido con azul de Coomassie. Del lado derecho se observa un WB realizado para
la correcta identificacion de la banda perteneciente a GST-EhTom1, se us6 como
anticuerpo primario anti GST en cabra 1:10,000 1 h a 37°C y como anticuerpo
secundario anti IgG de cabra acoplado a peroxidasa 1:10,000 1 h a temperatura
ambiente. B) Gel preparativo para los cuerpos de inclusion con la proteina GST-
EhVps23, gel al 8% de poliacrilamida tefiido con Coomassie. Del lado derecho se
observa un WB realizado para la correcta identificacion de la banda perteneciente
a GST-EhVps23, se us6 como anticuerpo primario anti GST en cabra 1:10,000 1 h
a 37°C y como anticuerpo secundario anti IgG de cabra acoplado a peroxidasa
1:10,000 1h a temperatura ambiente. En flechas rojas se muestran las bandas de
las proteinas recombinantes que se cortaron del gel.



A) B)

GST-EhTom1 GST-EhVps23 GST-EhTom1 GST-EhVps23
kDa - kDa 1
o 1 F2 F1 F2 F2 «F1 F2
150 250 —
o = 150 —
5 100 . e dm g
i & — | _' kDa
50 — = . 57
kDa 350 — ke
 y 37—
-

5 25

Coomassie 10%
Wb anti GST 10%

Figura 18. Resultados de la electroelucién de las proteinas GST-EhTom1 y
GST-EhVps23. A) Las fracciones de la electroelucion de las proteinas
recombinantes GST-Ehtom1 y GST-EhVps23 se analizaron mediante electroforesis
SD-PAGE al 10% tefiida con azul de Coomassie. B) Ensayo tipo WB utilizando como
anticuerpo primario anti GST en cabra 1:10,000 1 hora a 37°C y como anticuerpo
secundario anti IgG de cabra conjugado a hrp 1:10,000 1 hora a temperatura
ambiente. GST- EhTom1: fraccion 1 (F1), fraccién 2 (F2); GST-EhVps23: fraccion 1
(F1), fraccion 2 (F2).



8.9 Obtencion de anticuerpos policlonales contra las proteinas EnTom1y
EhVps23

Para la obtencion de anticuerpos policlonales contra nuestras proteinas EnTom1 y
EhVps23 se disefiaron péptidos especificos con caracter especifico. El disefio se
realiz6 en dos bases de datos BCPred y ABCpred, ambas bases de datos nos
mostraron para cada proteina un péptido de 16 aa, con una alta puntuacién (con
base a datos ya reportados para cada base de datos (Tabla 3).

Para evitar que el péptido estuviera obstruido en la conformacion final de la proteina,
se analizé la posicion de estos dentro de la prediccion de la estructura tridimensional
que se genero con anterioridad. Para el caso del péptido para la proteina EhTom1
se observa que se encuentra expuesto y forma parte del dominio estructural
parecido a GAT (Figura 18A). El péptido disefiado para la proteina EhVps23 se
expuesta localizada en una hélice alfa entre el dominio UEV y Vps23 core (Figura
18B).

Finalmente a ambos péptidos se solicitaron conjugados en su parte amino terminal
a la proteina hemocianina de lapa californiana (KLH), esto para mejorar las

caracteristicas inmunogenicas del péptido.

Tabla 3. Secuencia de los péptidos especificos utilizados para inmunizacién contra
las proteinas EnTom1y EhVps23

Proteina Tamafio Secuencia Posicion Score Score
(aa) (BCPred) (ABCPred)

EhTom1l 284 KLH-EQIKTTLERHKKLTEK 244 0.94 0.96

EhVps23 494 KLH-QKEEESEEILHEEEER 372 1 0.84

Estos péptidos se seleccionaron con las bases de datos BCPred y ABCPred para la
inmunizacion especifica contra las proteinas EnTom1 y EhVps23. Ademas estos péptidos
estdn conjugados a KLH (Hemocianina de lapa californiana) para mejorar la
inmunogenicidad.
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Figura 18. Localizacién del péptido utilizado para inmunizar dentro de la
estructura terciaria. Para el correcto disefio de los péptidos para inmunizacion se
comprobd que estos estuvieran expuestos en la estructura terciaria de las
moléculas. La estructura terciaria fue generada por la base de datos RaptorX, el
péptido utilizado para la inmunizacién se muestra en rojo.



8.10 Analisis de la especificidad y titulacion del suero inmune contra
la proteina EhnTom1ly GST-EhTom1

Se inmunizaron ratones Balbc con el péptido especifico para la obtencion de
anticuerpos contra la proteina EhTom1, los sueros inmunes de estos animales
fueron extraidos cada dos semanas, y fueron probados mediante el uso de las
proteinas recombinantes anteriormente producidas. De estos analisis se encontrd
gue desde la segunda inmunizacion (4 semanas) estaban presentes titulos contra
la proteina recombinante. Al utilizar este suero contra la proteina recombinante
GST-EhTom1 (Figura 19A) se observé el reconocimiento solo en el suero inmune
de una banda con un peso aproximado de 57kDa, la cual fue reconocida también
utilizando anticuerpos contra GST, por lo que esta banda corresponde a la proteina
recombinante. Por otro lado al utilizar el suero inmune sobre proteinas totales de E.
histolytica (Figura 19B) encontramos el reconocimiento especifico de tres bandas
con pesos aproximados de 114, 73 y 60 kDa, al utilizar anticuerpos dirigidos contra
la actina en los extractos totales de amiba, se reconoce una banda con un peso

aproximado de 42 kDa.
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Figura 19. Estudio del reconocimiento de sueros inmunes de ratones
inmunizados con un péptido especifico para EhTom1. El suero inmune de
ratones inmunizados fue analizado para comprobar el reconocimiento de la proteina
recombinante GST-EhTom1 (A) y de las proteinas EnTom1 (B) en extractos totales
de amiba. Se usaron en ambos casos el suero inmune (I) en una dilucién 1:500 o
suero preinmune a una diluciéon 1:500 (P). Como controles positivos se utilizaron
anticuerpos anti-GST 1: 10,000 para las proteinas recombinantes y anti-actina
1:2000 para los extractos totales.



8.11 Analisis de la especificidad y titulacion del suero inmune contra
la proteinas EhVps23

Se inmunizaron ratas Wistar con un péptido especifico para la obtencion de
anticuerpos contra la proteina EhVps23, los sueros inmunes de estos animales
fueron extraidos cada dos semanas, y fueron probados mediante el uso de las
proteinas recombinantes anteriormente producidas. Se encontré que desde la
segunda inmunizacion (4 semanas) estan presentes titulos contra nuestra
proteina recombinante. Al utilizar este suero contra la proteina recombinante
GST-EhVps23 (Figura 20A) se observé el reconocimiento solo en el suero
inmune de una banda con un peso aproximado de 80 kDa, la cual fue reconocida
también utilizando anticuerpos contra GST, por lo que esta banda corresponde
a la proteina recombinante. Por otro lado al utilizar el suero inmune sobre
proteinas totales de E. histolytica (Figura 20B) encontramos el reconocimiento
de una banda con un peso aproximado de 62 kDa, al utilizar anticuerpos dirigidos
contra la actina en los extractos totales de amiba, se reconoce una banda con

un peso aproximado de 42 kDa.
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Figura 20. Estudio del reconocimiento de sueros inmunes de ratones
inmunizados con un péptido especifico para EhVpa23. El suero inmune de
ratones inmunizados fue analizado para comprobar el reconocimiento de la proteina
recombinante GST-EhVps23 (A) y de la proteina EhVps23 (B) en extractos totales
de amiba. Se usaron en ambos casos el suero inmune (I) en una dilucién 1:500 o
suero preinmune a una diluciéon 1:500 (P). Como controles positivos se utilizaron
anticuerpos anti-GST 1: 10,000 para las proteinas recombinantes y anti-actina
1:2000 para los extractos totales



8.12 Andlisis de cambios en los niveles de mensajero de los genes
Ehtom1y Ehvps23 durante la eritrofagocitosis

Se realiz6 la medicion de la expresion de los genes Ehtom1 y Ehvps23 en una
cinética de eritrofagocitosis a tiempos cortos, para esto se utilizaron ensayos de RT-
gPCR. Estos resultados fueron normalizados en primer lugar con la expresion del
gen 40s ribosomal, en segundo lugar se normalizaron con respecto a la expresion
en estado basal (tiempo 0).

Para el caso del gen Ehtom1 se logra observar un ligero aumento en la expresion
relativa desde los 2 minutos de interaccion con eritrocitos, sin embargo, al ser estos
resultaos preliminares y carecer de andlisis estadisticos, los resultados no son aun
consistentes. En la expresion relativa del gen Ehvps23 no se observan grandes
cambios, pero al igual que en el caso anterior, es necesario realizar mas replicas

biolégicas, asi como de aplicar el analisis estadistico respectivo.
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Figura 21. Expresion relativa de los genes Ehtoml y Ehvps23 durante
eventos de eritrofagocitosis. Valores relativos de la expresion de los genes
determinada por ensayos de RT-gPCR, usando una relacion 1:20 (amibas:
eritrocitos) en el evento de eritrofagocitosis. A) Valores obtenidos para el gen
Ehtom1. B) Valores obtenidos para el gen Ehvps23. Los resultados muestran 2
réplicas biolégicas, cada una con su replica instrumental.



IX. Discusioén

El parasito E. histolytica es el agente causal de la amibiasis, que en la actualidad
sigue causando alrededor de 100, 000 muertes al afo en todo el mundo, esto,
principalmente en paises en vias de desarrollo como México. En general, el proceso
por el cual los trofozoitos de E. histolytica producen dafio en el epitelio del colon se
divide en tres fases: adhesion, citdlisis y fagocitosis (Faust et al., 2011). El proceso
que comunmente es llamado fagocitosis es un tipo especial de endocitosis, que
habitualmente se define como el mecanismo por el cual las células eucariontes
internalizan porciones de su membrana celular junto con proteinas que se
encuentran embebidas en ella. ElI proceso de endocitosis da lugar al trafico
vesicular, en este participan una gran cantidad de moléculas, ademéas ocurre la
reorganizacion del citoesqueleto, proceso que permite el transporte de las particulas
internalizadas en estructuras conocidas como endosomas, para que diversas
moléculas puedan llegar a su destino. Los endosomas tempranos son los que se
forman inicialmente, seguidos por endosomas tardios, cuerpos multivesiculares
(MVBSs), y los lisosomas, donde las moléculas son finalmente degradadas (Saksena
et al., 2007). Los MVBs son estructuras ricas en colesterol y LBPA (&cido
lisofosfatidico), estas estructuras se caracterizan por tener una gran cantidad de
vesiculas intraluminales (Kobayashi et al., 1998), estas se forman por la accion
secuencial de una serie de proteinas conocidas como complejo ESCRT (complejo
de direccionamiento endosomal requeridos para transporte.

En E. histolytica se han logrado identificar estructuras similares a MVBs derivados
de fagosomas aislados (Okada et al., 2006) y dentro de trofozoitos en condiciones
basales (Bafiuelos et al., 2012); lo que sugiere que la formacién de MVB en la amiba
se lleva a cabo durante el proceso de fagocitosis de la amiba. Al realizar un analisis
in silco en el genoma de E. histolytica se encontrd la presencia de 19 homadlogos
putativos de la maquinaria ESCRT. Ademas, ensayos de RT-PCR mostraron que
por lo menos 15 de estos genes se expresan a nivel de mensajero (Lopez-Reyes et
al 2010).

De la totalidad de moléculas que conforman la maquinaria ESCRT, solo se han

caracterizado funcionalmente a los componentes del complejo ESCRT-III (Avalos-



Padilla et al.,, 2015; Tesis de Doctorado; Avalos-Padilla 2016) y elementos
accesorios como EhADH y EhVps4 (Bafiuelos et al 2011; Lopez-Reyes et al., 2010).
En este trabajo decidimos enfocarnos al estudio de las proteinas EnTom1 (asociada
a la maquinaria ESCRT-0) y EhVps23 (ESCRT-l), moléculas encargadas del
reconocimiento inicial de las proteinas cargo asi como de iniciar el reclutamiento de
los demas miembros de la maquinaria ESCRT (Curtiss et al., 2007; Blanc et al.,
2009).

En primer lugar, se procedié a la busqueda de las proteinas homologas de Tom1ly
Vps23 en E. histolytica. Para lo cual se realizO un BLAST sobre las proteinas
contenidas en el genoma de la amiba utilizando como base la secuencia de
aminoacidos de las proteinas ya reportadas en humano y Saccharomyces
cerevisiae, de este ensayo se encontraron como posibles homadlogos a las proteinas
EHI_087590 (para Tom1) y EHI_135460 (para vps23), posterior a esto se predijeron
los dominios funcionales (Figura 4 y 6), estructura secundaria (Figura 4 y 6) y
estructura terciaria (Figura 5 y 7) de estas moléculas, estos resultados se
compararon con los obtenidos para las proteinas ya reportadas. Se encontrd una
homologia baja en secuencia y la carencia de un dominio funcional en la proteina
EHI_087590 con respecto a la proteina HsTomL1, sin embargo el modelaje de la
estructura terciaria mostro una alta identidad estructural entre los dominios
estructurales de ambas moléculas, por lo que se consider6 a la proteina
EHI_087590 como homologa a Tom1 y se le nombro EhTom1.

Para el caso de la proteina EHI_135460 se encontré con respecto a la proteina
Vps23 de humano una identidad mayor en la secuencia, pero lo referente a los
dominios funcionales, estructura secundaria y estructura terciaria mostraron
resultados similares para ambas proteinas. Por lo que se consideré a la proteina
EHI_ 135460 como homologa a Vps23y se le nombro EhVps23.

Mediante los ensayos de clonacion se logré poner a nuestros genes de interés
primero en el vector de transito (Figura 10) y después en el vector de expresion
(Figura 13), con lo cual se logro la induccion de las proteinas recombinantes (Figura
14) con un peso similar al predicho 57 kDa para GST-EhTom1 y 80 kDa para GST-

EhVps23, al realizar ensayos para observar la solubilidad de estas proteinas



recombinantes se encontré que estas se acumulaban en su gran mayoria en
cuerpos de inclusion (Figura 15 y 16), al realizar la técnica de electroelucion para
estas proteinas (Figura 18) se observo que para el caso de la proteina EnTom1 se
logré obtener en buenas cantidades a esta proteina, sin embargo para la proteina
EhVps23 la cantidad obtenida por esta técnica es minima, dado esto deberan
practicarse otras técnicas de purificacion de estas proteinas, asi como la utilizacion
de otras metodologias para intentar sacar a nuestra proteina EhVps23 de los
cuerpos de inclusion.

Después de la inmunizacion de animales con los péptidos especificos para EnTom1
y EhVps23 se observa que los sueros obtenidos reconocen a la proteina
recombinante (Figura 19 y 20) con el peso molecular ya antes identificado. Con lo
que se procedié a probar nuestros sueros inmunes contra extractos totales de
amiba, en estos, se observo para el caso del suero dirigido contra EhToml la
presencia de 3 bandas de reconocimiento de 114, 73 y 60 kDa, siendo estas
especificas ya que no se muestran bandas de reconocimiento en el suero
preinmune. El peso predicho tomando en cuenta la secuencia de aminoacidos es
de 31 kDa, por lo que especulamos que posiblemente esta proteina posee diversas
modificaciones postraduccionales, ademas, esta pudiera estar acomplejada con
alguna otras moléculas, ya que se ha observado que Toml poseen dominios de
interaccion a otros miembros de la maquinaria ESCRT (Puertollano 2005; Blanc et
al., 2008). Finalmente se ha observado que otros miembros de la maquinaria
ESCRT en amiba, tienen un corrimiento aberrante, esto debido tanto a la carga de
las proteina asi como la estructura (Tesis de Doctorado Avalos-Padilla, 2016), por
lo que es posible que también en nuestro caso exista un corrimiento aberrante de
nuestra proteina EhTom1.

Al utilizar nuestros sueros de los animales inmunizados especificamente para
EhVps23 sobre extractos totales, observamos una banda de reconocimiento de
alrededor de los 62 kDa, tomando en consideracion solo la secuencia de la proteina
se calcula un peso aproximado de 54 kDa, este aumento en el peso molecular

podria ser debido igual que en el caso anterior a modificaciones postraduccionales.



Por otro lado se realizaron ensayos de RT-gPCR para identificar los posibles
cambios en los niveles de expresion del mensajero en una cinética de
eritrofagocitosis a tiempos cortos (0, 2, 5y 10 m), esta solo representa los resultados
condesados de dos experimentos por separado cada uno con su réplica
instrumental, dado que el numero de ensayos fue muy pequefio solo se pueden
hacer especulaciones con respecto a los resultados. Para el gen Ehtom1 se observa
un ligero aumento en los niveles de expresion relativa desde los dos minutos de
interaccion sin embargo es necesario hacer mas experimentos para probar Si
existen diferencias significativas con respecto a la expresion basal. El gen Ehvps23
parece no tener cambios en la expresion relativa en los tiempos cortos analizados,
por otro lado un analisis de RT-PCR (Lopez-Reyes et al., 2010) revelo aumentos en

los niveles de mensajero después de los 5 m de interaccion.



Conclusiones

Se identific6 mediantes analisis in silico a la proteina EHI_087590 como
EhTom1ly a la proteina EHI-135460 como EhVps23

Se obtuvieron a las proteinas recombinantes GST-EhToml y GST-
EhVps23.

Se generaron anticuerpos especificos contra nuestras EhToml vy
EhVps23, que también reconocen a las proteinas recombinantes.

Se encontraron tres bandas de reconocimiento en extractos totales de E.
histolytica utilizando los anticuerpos anti-EhTom1, con los pesos de 114,
73y 60 kDa.

Se observan una banda de reconocimiento en extractos totales de E.
histolytica utilizando los anticuerpos anti-EhVps23, con un peso de 62
kDa.

Se observan la expresion del mensajero de los genes Ehtom1 y Ehvps23

en estado basal.



XlI. Perspectivas

e Cuantificar los niveles de las proteinas EnTom1 y EhVps23 en diferentes
tiempos de eritrofagocitosis.

e Realizar la produccién de anticuerpos especificos a partir de inmunizacion
con las proteinas recombinantes EnTom1 y EhVps23.

e Probar la asociacion de las proteinas EhTom1 y EhVps23 a otros miembros
de la maquinaria ESCRT mediante inmunoprecipitacion.

¢ Identificar el efecto del silenciamiento de las proteinas EhnTom1 y EhVps23
sobre los mecanismos de virulencia como citdlisis, adhesion, fagocitosis y la

formacion de absceso hepatico amibiano.
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