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RESUMEN

Los mecanismos fundamentales de la regulacion génica y la diversidad protedmica en
eucariotas son debidos a la escision de intrones y ligadura de exones desde el pre-mRNA.
Este mecanismo se conoce como “splicing” cuya maquinaria catalitica macromolecular se
llama spliceosoma. El spliceosoma consiste en cinco pequeiias particulas de
ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs), incluyendo los (U1, U2, U4, U5 y U6) y varios
factores no snRNP que producen un RNA maduro. El procesamiento de pre-mRNA se
produce co-transcripcionalmente ya que existe una interaccion eficaz y coordinada de RNA
polimerasa II con factores (Bentley, 2014). Por ultimo, los mRNA se exportan al citoplasma
a través del reclutamiento del complejo de transcripcion y exporte (TREX) durante el splicing

(Masuda et al., 2005).

La mayoria de los transcritos Pol II eucariotas estan procesados alternativamente, mientras
que eucariotas de ramificacion temprana tienen pocos o ningln intrén. Curiosamente, en
Entamoeba histolytica mas de 4328 intrones en 8201 genes reportados han sido identificados
(Lorenzi et al., 2010). Valdés et al., en 2014, informaron de 36 factores de splicing,
incluyendo Prpl9, el ntcleo del complejo asociado Prpl9 (NTC) se requiere para la
asociacion estable de U5 y U6 con el spliceosome después U4 disociacion (spliceosoma
complejo B * activado). En la levadura, NTC comprende ocho proteinas del ntcleo
incluyendo Syfl (=94 kDa en XAB2 humana), y hasta 19 proteinas asociadas (Chan et al.,
2003). Syf1 contiene 15 motivos de repeticion tetratrico péptido (TPR) y estéd involucrado en
procesos fundamentales como la transcripcion, splicing, reparacion acoplada a trascripcion
acoplada (Kuraoka et al., 2008) y exporte del mRNA mediado por THEX (Chanarat et al.,
2011). Debido a que se sabe poco de mecanismo de la eliminacion y la retencion intronica
en Entamoeba histolytica, nos dispusimos a dilucidar las posibles funciones de la proteina

Syfl (=83 kDa) como parte de la NTC en el procesamiento de pre-mRNAs en este parasito.

Se encontré in silico que la proteina Syfl en E. histolytica también se compone de 15 TPRs
y se demostrd in vivo que la sobreexpresion y silenciamiento de Syfl produce,
respectivamente, una disminucion o la acumulacion de diferentes transcritos pre-mRNA,

consistentemente con su localizacion nuclear. Nuestros resultados sugieren que Syfl



participa en el mecanismo de splicing amibiano, probablemente como un componente de

NTC.



ABSTRACT

The fundamental mechanisms of gene regulation and proteomic diversity in eukaryotes are
due to introns excision and exons ligation from the pre-mRNA. This mechanism is known as
splicing whose macromolecular catalytic machinery is called spliceosome. The spliceosome
consists of five small nuclear ribonucleoprotein particles (snRNPs), including the uridine-
rich snRNAs (U1, U2, U4, U5 and U6) and several non-snRNP factors that produce a mature
mRNA. Pre-mRNA processing occurs co-transcriptionally since there is an efficient and
coordinated interaction of RNA with polymerase II factors (Bentley, 2014). Lastly, the
mRNAs are exported to the cytoplasm through recruitment of the transcription complex and

Export (TREX) during splicing (Masuda et al., 2005).

Most eukaryotic Pol II transcripts are alternatively spliced, while in early branched
eukaryotes have few or any intron. Interestingly, in Entamoeba histolytica more than 4328
introns within 8201 reported genes have been identified (Lorenzi et al., 2010). Valdes et al,
in 2014, reported 36 splicing factors, including Prp19, the core of the Prpl9 associated
complex (NTC) which is required for the stable association of U5 and U6 with the
spliceosome after dissociation U4 (spliceosome activated complex B *). In yeast, NTC
comprises eight core proteins including Syfl (=94 kDa in human XAB2), and up to 19
associated proteins (Chan et al., 2003). Syfl contains 15 reasons of tetratrico-peptide repeat
motifs (TPRs) and is involved in fundamental processes such as transcription, splicing,
transcription coupled repair (Kuraoka et al., 2008) and TREX mediated mRNA export
(Chanarat et al., 2011). Because little is known about intron removal mechanism and intron
retention in Entamoeba histolytica, we aim to elucidate the possible functions of the Syfl

protein (=83 kDa) as part of NTC in the processing of pre-mRNAs in this parasite.

We found in silico that Syfl protein of E. histolytica is also composed of 15 TPRs and was
demonstrated in vivo that Syfl overexpression and silencing produces, respectively, a
decrease or accumulation of different pre-mRNA transcripts, in agreement with its nuclear
localization. Our results suggest that Syfl participates in the amebic splicing mechanism,

probably as a component of NTC.



ABREVIATURAS

ATRA: écido trans-reninoico, del inglés “all-trans retinoic acid”

DNA: 4cido desoxirribonucléico, del inglés “deoxyribonucleic acid”

BSA: suero bovino adulto, del inglés “bovine serum albumin”

BPS: secuencia del punto de ramificacion, del inglés “branch point sequence”
bp: pares de bases

cDNA: DNA complementario, del inglés “complementary DNA”

CCCH (Zn): motivo de unién a zinc

CFT: factor de corte I

CFII: factor de corte 11

CPSF: factor especifico de corte y poliadenilacion

CStF: factor estimulador de corte.

CTD: dominio carboxilo-terminal, del inglés “carboxi Terminal Domain”
GGR:_reparacion global del genoma, del inglés “global genome repair”.
GMP: monofosfato de guanosina, del inglés “guanosine monophosphate”
GTP: trifosfato de guanosina, del inglés “guanosine triphosphate”

1IRNA: RNA de interferencia, del inglés “interference RNA”

kDa: kilo Daltones.

mRNA: RNA mensajero, del inglés “messenger RNA”

nt: nucledtidos.

NER: Reparacion por encision de nucleodtidos, del inglés “nucleotide excision repair”
nt: nucledtidos.

NTC: complejo diecinueve, del inglés “NineTeen Complex™.

OH: hydroxilo

PAP: polimerasa poli(A).

PAPII: Proteina poli(A) con un motivo RNP.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés “Polymerase Chain Reaction”

Pol II: RNA polimerasa 11



pre-mRNA: precursor del RNA mensajero, del inglés “precursor messenger RNA”
pY: Tracto de polipirimidinas

rRNAs: acido ribonucleico ribosomicos

RNA: acido ribonucleico, del inglés “Ribonucleic acid”

Rpm: Revoluciones por minuto

RRM: Motivo de reconocimiento al RNA, del inglés “RNA Recognition Motif’
RRS: Recuperacion de la sintesis de RNA, del inglés “recovery of RNA synthesis”
RS: Dominio rico en Serina y argininas

RT: Retro transcripcion

siRNA: RNA de interferencia pequeio, del inglés “small interfering RNA”

SF1: Factor de splicing 1, del inglés “Splicing Factor 1”

snRNP: Ribonucleoproteina pequefia nuclear, del inglés “small nuclear RiboNucleoProtein”
snRNA: RNA pequefio nuclear, del inglés “small nuclear RNA”

SOB: medio stuper 6ptimo

ss: sitio de splicing

TCR: reparacion acoplada a transcripcion, del inglés “transcription-coupled repair”
THEX: complejo de transcripcion y exporte del inglés “transcription and export”

THO: supresores de los defectos de transcripcion genética por la sobreexprecion de hprlA,
del inglés “suppressors of the transcription defects of hprl A mutants bye overexpression”

TPRs: Motivos de Repeticion Tetratrico-Péptido, del inglés “tetratricopeptide repeat”
tRNA: 4acido ribonucleico de transferencia, del inglés “tranference RNA”

U: uridina

UDS: Sintesis de DNA no programada, del inglés “unscheduled DNA synthesis”
U2AF: Factor auxiliar de splicing de U2, del inglés “U2 Auxiliary Factor”

XAB2: proteina dos de union a XPA, del inglés “XPA-binding protein 2”



INTRODUCCION

El RNA

La expresion génica y la sintesis de proteinas es dependiente del RNA, este ultimo ha sido
catalogado como un componente activo responsable de la conservacion y la expresion de la
informacién genética. Diferentes tipos de RNA se encuentran en las células, el mRNA
conforma un intermediario que aporta la copia de una secuencia de DNA que representa
proteinas, los tRNA son pequefias moléculas de RNA que se usan para proveer los
aminodacidos correspondientes a cada codon especifico del mRNA y los rRNA necesarios
para conformar un complejo ribonucleoproteinico de gran tamafio que contiene bastantes
proteinas que median el mecanismo para polimerizar los aminoacidos en una cadena

polipeptidica (Lewin, 2008).

En eucariontas, el pre-mRNA estd conformado por las secuencias que codifican los
aminoacidos (exones) y estan interrumpidas por secuencias no codificantes (intrones). El
nimero de éstos en un gen cambia ampliamente de una especie a otra y, junto con otros
factores parece reflejar la complejidad de un organismo. Sélo alrededor del 4% de todos los
genes en Saccharomyces cerevisiae contienen un intron y seis genes tienen dos intrones
(Lopez and Séraphin, 2000). Los genes humanos tienden a tener pequefios exones (que
codifica un promedio de s6lo 50 codones) y estan separados por intrones largos (algunos

superior a 10 kb) por lo que los exones tienen en promedio 7.8 intrones (Lander et al., 2001).

El procesamiento del pre-RNA

El procesamiento del pre-mRNA requiere varios pasos: capping, splicing y poliadenilacion.
Las secuencias de DNA (genes) se transcriben en copias de mRNA por la RNA polimerasa
llamado precursor del RNA mensajero (pre-mRNA) el cual contiene intrones de un transcrito
primario. Tanto la transcripcion como la traduccion son dos procesos altamente regulados,
sus protagonistas son la RNA polimerasas, los promotores y los elementos reguladores,
potenciadores o silenciadores de cada gen. La modificacion postranscripcional y el

tratamiento del pre-mRNA se procesa en el nicleo a un RNA maduro (Maniatis and Reed,

9



2002; Guasconi and Yahi 2003). El RNA naciente una vez que alcanza una longitud de 25 a
30 nucleotidos (nt) se le afiade un residuo de 7-metilguanosina al extremo 5, la enzima
dimérica de capucha (capping) cataliza este proceso en tanto que esta asociada con el dominio
carboxilo-terminal (CTD) fosforilado de la RNA polimerasa II. La otra subunidad traslada la
mitad de GMP proveniente del GTP al grupo 5’-difosfato del transcrito naciente, lo que crea
una estructura 5°-5"-trifosfato guanosina que por accidon de metiltransferasas transfieren el
grupo metilo del S-adenosilmetionina la posicion N7 de la guanina y los oxigenos en la
posicion 2” de la ribosa al final del extremo 5” del RNA naciente, dando lugar al cap-0. Esta
es la estructura minima indispensable que provee resistencia a la degradacion (Lodish, et. al.

2000).

Durante el splicing, debido a que la estructura de la mayoria de los genes eucariontes es
discontinua, son eliminadas las secuencias que interrumpen el gen o intrones y la ligadura de
los exones abre el marco de lectura para asegurar su correcta expresion. El splicing del pre-
mRNA es catalizado por la spliceosoma que se compone principalmente de cinco particulas
ribonucleoprteinas nucleares pequefias ricas en uridina (snRNPs) Ul, U2, U4, U5 y U6
(Jurica and Moore, 2003). Cada snRNP contiene un tinico snRNA y un conjunto de proteinas
snRNP. La activacion del spliceosoma requiere que snRNPs junto con numerosos factores
no snRNP se ensamblen sobre el sustrato de pre-mRNA de una manera ordenada por cada
vez que se requiera el procesamiento. La escision precisa de un intrén y la ligadura de los
exones se lleva a cabo por dos reacciones de transesterificacion que involucran el sitio de
splicing 5” (57ss), al punto de ramificacion (BPS) y el sitio de splicing 3" (3ss) (Brow, 2002;
Wahl and Lithrmann, 2015). En el altimo paso de procesamiento el extremo 3° del pre-
mRNA se corta y se le afiaden numerosos nucleotidos de adenina, llamados cola poli-A. Este
proceso se lleva a cabo por la formacioén de un complejo inestable con el factor especifico de
corte y poliadenilacion (CPSF) de 360 kDa el cual esta constituido por cuatro polipéptidos
reclutados en la caja AAUAAA rio arriba de los elementos con una secuencia rica en A. Al
complejo de CPSF-RNA se le une el factor estimulador de corte (CStF) de 200 kDa, el
heterodimero llamado factor de corte I (CFI) de 150 kDa y un segundo factor de corte (CFII).
La poli(A) polimerasa (PAP) se une al complejo antes de la degradacion endonucleolitica 35

nt rio abajo de la caja AAUAAA y de esta manera el sitio 3" generado es rapidamente

10



poliadenilado. Una vez unida a la cola pequefia de adeninas adicionada por PAP, estimula la
polimerizacioén de adeninas adicionales. Por tanto, la poliadenilacion es la adicion lenta de
aproximadamente 12 residuos de adenina y la adicion répida de 200 a 250 residuos por la
unién de copias multiples de la proteina de union de poli(A) (PABII) con un motivo RNP,
cuando se alcanza una longitud de 200 a 250 residuos PABII se influye a que PAP finalice
la polimerizacion (Lodish et al., 1999).

Exporte de mRNAs

El complejo transcripcion y exporte (TREX) estd involucrado directamente en el transporte
de mRNA desde el nucleo hasta el citoplasma. Esta altamente conservado de levadura al ser
humano y se compone por el complejo THO junto con proteinas de exporte de mRNA UAP56
(Sub2 en la levadura) y Aly (Yral en la levadura). Estudios en S. cerevisiae proporcionan
una fuerte evidencia que relaciona el complejo TREX con la elongacion de la transcripcion.
El reclutamiento co-transcripcional de la maquinaria de exportacion de mRNA en mamiferos
indica que el complejo TREX se une a la maquinaria de splicing lo que sugiere que el
complejo es reclutado durante una etapa tardia del mismo (Reed and Cheng, 2005).

También en levadura, el complejo THO esta asociado con el mRNA naciente durante la
transcripcion lo que muestra que participa tanto en su elongacién y como en el exporte del
mRNA (Figura 1) porque cepas que tienen mutaciones en los genes que codifican cualquiera
de los cuatro miembros del complejo THO tienen defectos en ambos procesos y muestran
una acumulacion de transcritos en o cerca de sus sitios de transcripcion (Carmody and Wente,
2009). Se ha demostrado también que HPR1 interactua directamente con Sub2 y es necesario
para la contratacion de Sub2 e Yral al mRNA (Zenklusen et al., 2002). En humanos, todos
los componentes del complejo THO estan asociados con spliceosomas purificados (Jurica

and Moore, 2003).

11
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Figura 1. Ensamble co-transcripcional del complejo de exporte de mRNA.
THO interacciona con (UAP56 en mamiferos) y con Yral (ALY o REF en mamiferos) para formar el complejo TREX, este

se acopla a Mex67 que permite el acceso al complejo de poro nuclear (NPC). La precision de este reordenamiento es
controlada por el complejo nuclear exosoma TRAMP (Tutucci and Stutz, 2011).

Bioquimica de la reaccion de “splicing”

Durante el splicing, un paso critico es el reconocimiento de los limites intron-exon, con una
variacion de un nucleotico en un sitio se podria generar un RNA no funcional. Para garantizar
la correcta identificacion de los sitios de splicing, los intrones tienen secuencias altamente
conservadas en sus extremos 5'ss, 3’ss y en el BPS. Con base en éstas se diferencian dos
tipos de intrones: tipo GT-AG, que en sumayoria son el 99% de los intrones (Figura 2), tienen
un sitio 5’ss compuesto por ocho nucledtidos altamente conservados, el 3’ss, un BPS
proximal y mantiene un tracto de polipirimidina que se encuentra entre el sitio 3’ss y el BPS

(Reed, 1989). EI BPS de éstos intrones tiene una secuencia concenso YNYURAC (en negrita

12



se representa la adenosina altamente conservada que media la primera reaccion de

transesterificacion).

5' splice site branch point 3’ splice site
F——10"-10° t———}——20-40 nt—
U2-dependent . -
metazoa 54 exon 1 AG|GURAGU ——YNYURAC—Y(n)—YAG

F———10"-10° nt—————10-20 nt—|

U12-dependent 5-[Texon 1 |(A/G)UAUCCUUU— UCCUUAAC—— YA(C/G)[ exon2 |3

Figura 2. Secuencia concenso de los dos tipos de intrones.

Las secuencias de consenso de los sitios 5 'y 3" de splicing, se muestran el punto de ramificaciéon (BPS) y el tracto
polypyrimidine (Y(n)). Los nucledtidos altamente conservados se muestran en negrita. Y: pirimidina, R: purina, N: cualquier
nucledtido. Los exones se muestran como cajas, intrones se representan por una linea. Los valores numéricos por encima
de los intrones informan sobre la duracion media de nucledtidos (nt). (Tomado de Matlin et al., 2005)

En el segundo tipo de exones hay di-nucleotidos AT-AC terminales, principalmente se
encuentran en metazoos y estan ausentes en levaduras y nematodos (Patel and Steitz, 2003),

y conforman solo el 0.4% de los intrones en humanos (Levine and Durbin, 2001).

Como se habia mencionado que el BPS contiene la adenosina especifica que actiia como el
nucledfilo, en la primera reaccion catalitica de splicing el grupo 2’-hydroxyl (OH) de ésta
ataca al enlace fosfodiester del sitio 5'ss que resulta en un producto intermediario en forma
de lazo (lariat) y el exon 1 con un grupo hidroxilo 3’-OH libre (Figura 3). En la segunda
reaccion catalitica, el grupo OH libre del exon 1 ataca nucleofilicamente al enlace
fosfodiéster del 5'ss frente al exon 2 produciéndose la ligacion de ambos exones y la

liberacion del producto lariat el cual es degradado por la enzima DBR1 (Montemayor et al.,
2014).
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Figura 3. Pasos cataliticos de la reaccion de splicing.

En la primera etapa de la reaccion de splicing, el grupo 2'-OH de la adenosina del sitio de ramificacion lleva a cabo un
ataque nucleofilico al enlace fosfodiéster del 5’ss. En la segunda etapa, el resultante grupo 3°-OH libre del ex6n 1, realiza
otro ataque nucleofifico al sitio limite de la unién del intrén y el exoén 2. En rojo se muestran estos ataques (Tomado de
Matlin et al., 2005).

Spliceosoma y estabilidad

El spliceosoma es un complejo enzimatico dindmico que media las interacciones de
transesterificacion durante del procesamiento del pre-mRNA. Este se reordena antes, durante
y después de la reaccion de splicing con la salida y entrada de snRNAs y proteinas no snRNP.
En resumen, su ensamble comienza por la interaccion independiente Ul con el sitio 5'ss
conformando el complejo temprano o complejo E (Chanarat and StraBer, 2013).
Seguidamente se lleva a cabo la formacion del complejo A o prespliceosoma en donde la
snRNP U2 se asocia con el BPS, en una reaccion que depende de ATP (Figura 4). En éste
punto el factor bipartita U2AF reconoce principal y especificamente el pY y y facilita el
reclutamiento de snRNP U2 con el sitio de ramificacion del pre-mRNA. En humanos, U2AF
esta conformado por una subunidad grande (U2AF65) y una subunidad pequena (U2AF35).
La subunidad U2AF65 junto con el factor de splicing 1 (SF1) reconocen simultdnea y
cooperativamente secuencias de consenso del BPS y el ensamble de U2 (snRNP). U2AF65
contiene en el N-terminal un dominio rico en serina/arginina, una region rica en Prolina (P)

y tres motivos de reconocimiento al RNA (RRM), mientras que U2AF35 quien reconoce el
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3’ss comprende cuatro dominios, un RRM central esta fanquenado por dos dominios de unién

a zinc CCCH (Zn) y un dominio RS en el C-terminal (Wu et al., 1999).
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Figura 4. Emsamble y estabilidad del spliceosoma.

El reordenamiento spliceosomal estd determinado por la interaccion de los snRNPs. La estabilidad incluye el NTC (Prp19)
para la union estable de US y U6 con el spliceosoma después la disociacion de U4 (Complejo B* act) Modificado Chanarat
and Strafler, 2013.

El complejo B o spliceosoma precatalitico se conforma mediante la integracion del tri-snRNP
U4/U6.US5 el cual se estabiliza con el complejo Prp19. La salida de Ul y U4 conforma el
spliceosoma activado o Complejo B* activado, al menos dos hélices de snRNA U2/U6 junto
con el tallo de U5 snRNA y la hélice intra molecular U6 participan en el sitio spliceosomal
activo para conformar el spliceosoma catalitico o complejo C que llevan a cabo las reacciones

de transesterificacion (Lee and Rio, 2015).

En levaduras, PRP19 es el componente reclutador (junto con ocho proteinas centrales como
Syf1/XAB2 de 94 kDa) de hasta 19 proteinas asociadas (Tabla 1) para conformar el complejo
diecinueve (NTC). En H. Sapiens, es llamado CDC o Complejo Prp19-CDCS, éste ha sido
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purificado apartir de extractos nucleares de células Hela y por su immunodepletion inhibe

splicing de pre-mRNA in vitro (Ajuh et al., 2000).

Tabla 1. Composicion del Complejo Prp19. En S. cerevisiae, NTC/Prp19C ha sido identificado hasta el momento que se
compone de ocho subunidades basicas (indicadas en negrita) y al menos hasta 19 proteinas asociadas en total. Proteinas
esenciales estan marcados con una "E". En los seres humanos, se han aislado al menos tres complejos de proteinas diferentes:
el complejo PRP19 / CDCSL, el complejo PRP19 asociada y el complejo XAB2 (Syfl resaltado con linea roja). Dominios
conocidos de cada proteina se enumeran en la columna mas a la derecha. Tomado de: Chanarat and Strédfer, 2013.

S
Organism 5. cerevisiae H. saplens H. saplens H. sapiens Known domains
Complex Sc Ppl9c [16] PRIISCDCSL [17]  PRPIS-associated [17) XAB2 [11]

Known Splicing, transcription, Splicing Splicing Splicing, transcription,

function{s} transcription coupled DRA repair transcripaion
(TCR) ooupied DMA repair (TCR)

Componenis l'rp'l'B.l'Pit:-IL PRPI9/PSDM/SNEY - PRP19/PS0SNEV U-beec and W40
Suf !ﬁllﬂl}‘ = HARLSNVEFLHCRN XAEZHCREN PR
1sy1/Nic30 - I5Y1F5APS3 ISY1/FSAP33 -
Cef1/Mtess" CDCSL - - «-Myb DNA binding motif
PM'NIGI]" PRLI/PRPOG/CWCT - - WIMD
Sn309/Nte25 SPF27/SNT30G/ - - =

DAM1
Cwicls ADDOZIOWELS == = =
CI[]IHTE??}'S?B" - SYF3CRNKLLCLF - PR
Syf2Noc3l - SYF2FSAFIGpa9 - -
Cwee2/Neci" - REM22 fSAPTHONC2 - In finger and RRM
Ntc20 - - - -
Yjuz* - - - -
- - PPIE/CypE/Cyclophilin-33  PRE/Cyclophilin-33 lase
- - haguariusFSAPTE4 AquariesFSAP 164 -
- - - CCDC1 6/ ENFEI0 Zn finger and colled-coil
- CTNME] - - Beta-catenin Hke
- HEIT3 - - a member of HSI70
family;
nuclestide binding
= - PRP45/SKIFSNW = SKIP homology
= - GI0/OWCTI4/fSAPTTS =
Bun3n
- - oamc12 - cofled-coil
- - PPILTACYPLY - I"ase
- - GOP - -
- - MCCZ3018 - -
= - KIAADSED = =
E: essential.

Reparacion por remocion de nucledtidos (NER)

Dafios y/o alteraciones en la estructura del DNA pueden interferir con la progresion de las
polimerasas de DNA y RNA o comprometer la fidelidad de la replicacion y la transcripcion.
NER es una via de reparacion cuando hay dafio en el DNA; estd contituida por dos subvias:
la reparacion global del genoma (GGR) y reparacion acoplada a transcripcion (TCR). En la
primera, el recocimiento del tipo de dafio lo realiza el heterodimero con DDB1 que constituye
el complejo DDB o complejo XPC con RAD23B y Centrina-2 (CEN2) (Figura 5, parte
derecha) (Hamann et al., 1995). En la segunda, proteinas como CSA y CSB junto con
XAB2/Syfl hacen el reconocimiento del dafio y el reclutamiento del maquinaria de
reparacion (Venema et al., 1990; Nakatsu et al., 2000). Ambas vias convergen con las

siguientes etapas en donde se recluta el factor de transcripcion TFIIH junto con XPG (quien
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lo estabiliza), helicasas (XPB y XPD), proteina de replicacion A (RPA) y XPA. Estas tltimas
proteinas pueden estar presentes antes y/o después de la aparicion de TFIIH ya que tienen
papeles en la verificacion de la lesion y en la proteccion de la cadena de DNA por la accion
de las helicasas. También el complejo de endonucleasa XPF-ERCCI es reclutado y media la
incision de 24-32 nt de la cadena de DNA dafiada junto con XPG. Posteriormente, la
polimerasa realiza la elongaciéon y una ligasa de DNA hace el empalme. En particular, los
estudios in vivo recientes han proporcionado pruebas sélidas de que una vez que se ha
producido la verificacion de la lesion, la incision lado 5° se realiza y la reparacion se inicia
antes de la incision del lado 3’, reduciendo al minimo la exposicion del DNA de una sola

hebra durante la reparacion (Hanawalt and Spivak, 2008).
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Figura 5. Reparacion por remocion de nucleétidos (NER) en células animales.
Dos vias convergen para la reparacion por dafio en el DNA, al lado derecho GGR (reparacion global del genoma) y al lado
derecho TCR (reparacion acoplada a transcripcion) (Hanawalt and Spivak, 2008).
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Motivos Repetidos Tetratrico-Péptido (TPRs)

Los TPRs son secuencias de 34 aminoacidos que se organizan en forma de tdndem y
conforman dos hélices a antiparalelas anfipaticas (Lamb et al., 1995). La figura 6 muestra la
secuencia de alineamientos de 5 TPRs de distintas proteinas, el concenso de estas secuencias
indican que estan altamente conservados aminoacidos hidrofobicos (Figura 6A) y son los que
median la interaccion de la hélice a A (aminoacidos: W, L, G y Y en las posiciones 4,7, 8 y
11) y hélice a B (aminoécidos: A, F, A y P en las posiciones 20, 24, 27 y 32 Figura 6B).
Estos motivos se han reportado en distintas proteinas que controlan el ciclo celular, proteinas

chaperonas, proteinas de transporte entre otras (Blatch and Léssle, 1999).
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Figura 6. Distribucion y estructura de los motivos TPRs.

A. Secuencia de alineamiento de cinco motivos TPRs de proteinas, la secuencia consenso se muestra en la parte superior.
Las cajas muestran los aminoacidos hidrofébicos que se conservan o se cambian por aminoacidos de la misma naturaleza.
B. Diagrama propuesto por (Schiffer and Edmundson, 1967) que muestra las posiciones de los aminoacidos consenso entre
las Hélices o A y B de un motivo TPR que se encuentran en la fase hidrobobica de la prediccion de las hélices alifaticas.
C. Primer motivo TPR de la proteina PP5, se ilustra el rol de los residuos consenso altamente conservados.

El andlisis estructural de la proteina PP5 una vez cristalizada provee informacion sobre la
organizacion de los motivos TPRs que la constituyen, por tanto, se puede apreciar que en la
posicion 32 con frecuencia corresponde a aminoacidos de residuos hidrofobicos pequeiios
(Prolina principalmente) y que en las otras posiciones se ubican aminoacidos grandes
también hidrofobicos. Los residuos de los aminoacidos en las posiciones 8 y 20 son los que
se encuentran en la posicion de contacto mas estrecho entre la hélices o A y la B en un TPR
(Das et al., 1998). Dada la conformacion estable de los bucles que forman estos motivos se
ha presumido que sirven para la estabilidad de multicomplejos proteinicos por interacciones
entre proteina-proteina. Diferentes variantes de estos motivos conforman su clasificacion, un
residuo de triptéfano en la posicion 3 esta bien conservado entre las clases I y II, cuando no
se conserva casi siempre se reemplaza por otro residuo hidroféobico como en la clase III.
También las diferencias incluyen los residuos 6 y 7, que son tirosina y la alanina en unidades
de clase I y leucina y glicina en las clases Il y III. Tirosina/leucina y glicina/alanina se puede
considerar sustituciones conservadas. Otros residuos de las posiciones 11 y 12 en la clase I
son residuos de acido glutdimico ambos, mientras que en los de Clase III corresponde a
residuos de leucina y fenilalanina, también hay un cambio en la arginina en la posicion 21 en

la clase I por isoleucina en los de la clase II y III (Sikorski et al., 1991).

Splicing en Entamoeba histolytica

Los eucariontas de ramificacion temprana tienen pocos o0 ningun intrén. Interesantemente, en
E. histolytica se han identificado hasta 4328 intrones dentro de los 8201 genes reportados
(Lorenzi et al., 2010). Este parasito protozoario es el agente causal de la amibiasis que
actualmente es una de las tres causas mas comunes de muerte por enfermedad parasitaria. El
ciclo de vida de éste se conforma de una etapa infecciosa (quiste) y una etapa de
multiplicacion (trofozoito). Los seres humanos se infectan al ingerir quistes infecciosos, que

viajan a través de la luz intestinal del intestino delgado (ileon terminal) hasta la formar cada
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uno ocho trofozoitos. Los trofozoitos son las formas moviles que se adhieren e invaden las

células epiteliales (Tanyuksel et al., 2003).

El genoma de E. histolytica ha revelado que hay una variedad de adaptaciones metabdlicas
compartidas con otros dos patdgenos protistas amitocondriales como Giardia lamblia y
Trichomonas vaginalis (Loftus et al., 2005). Aunque organismos de ramificaciéon temprana
como bacterias y archeas carecen de la via spliceosomal y emplean el auto-splicing de
intrones; organismos como hongos hemiascomicetos (Schwartz et al., 2008) y E. histolytica

tienen procesamiento de pre-mRNA (Davis et al., 2007).

En Entamoeba histolytica se ha reportado que estan bien conservados los 5’'ss (GUUUGU) y
3’ss (UAG) pero los BPS no (Wilihoeft et al., 2001). También se ha revelado que solo una
pequefia fraccion de isoformas alternativas de splicing y poliadenilacidon son poco probables
y que numerosos productos de splicing carecen de conservacion en el BPS y 37ss lo que
implica la relevancia funcional de splicing alternativo y poliadenilacion (Hon et al., 2013).
Otros estudios, han informado que los pre-mRNAs son mono-intrdnicos en concordancia con
analisis bioinformaticos que predicen la retencion intrénica como principal ruta de splicing
alternativo (McGuire et al., 2008), ademés andlisis mas recientes han identificado los
snRNAs U2, U4, U5 and U6 (Miranda et al., 1996; Davis et al., 2007) y 32 factores de
splicing especificos (Valdés et al., 2014).
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ANTECEDENTES

La proteina Syfl estd ampliamente estudiada en humanos, se conoce como XAB2 y se
caracteriza por ser altamente conservada en distintas especies como D. melanogster, C.
elegans, S. Pombe y S. cerevisiae (Nakatsu et al., 2000). Principalmente estd conformada
por 855 aa (=94 kDa) los cuales constituyen 15 motivos TPRs de la Clase I (Figura 7), por
tanto, se ha sugerido que Syfl es una proteina importante para la formacién de complejos

proteinicos.

cl2s]s sIuEE:sunﬂuuuw

U

TPRI . =[Fl: -[Erlx[e]e alE]- - -:tﬂr. Q 1]- -[Ec & wsen
ez TREILKEARRAQVEHPATIEIDVHEN F - = HE M [68-109)
FPR3 L DERIC - FILMD Q » » RVTIHT R A - . I T (10-143)
TERS P LiBIL - RIFjL R s ulp]- - L p[E[T]A[v R L[z - - [Ble &8 (e
TPRS cB «IPYI YIRS «- « HFIEK AR|D TIV] - MTV [25209)
i EK?-&LH[ﬂGn ----BELILN 1jvip - [lr x @510
TPR? v A[F A]- x[Flv(zio v|@]- - ¢ L[p]p[A R]Y VN - - TR Q (95428
TPRE cocle|-[EftELruE - - ny[ple|alL R L|- - -[Bla R (2245
TPRS s M .l-nl.:il..--rrq:r A LIR - - L AT (484517)
fRrry Q IN Al- MIF|L EIII--TI’ILI K LFIV H vV [318-557)
TeR1 fs Tl rxlrli AR y@lsRx L{ER ARJD Gc - -[Blr x [ses0)
TERIZ K T 54 -E:.z:v -« LARIHARLA AlV]E - [Bla o ecsen
fARI3 Y DM NI IKERAA | i 4 == ¥YTIHT v Ll- - D E (H29562)
TERIY R LR -BCIL --EI[DRAR|A 1fcp - [Bir T @55
TPRIS QT . EVvREME- - nxp[T 1|k/sp vie - -|alr ¥ @orae

Figura 7. Los aminodcidos de la proteina XAB2 estan constituidos por 15 motivos TPR.

A. Representacion esquematica de la proteina XAB2. Las cajas abiertas con los niumeros indican los motivos de TPR y
regiones acidas, respectivamente. B. Alinemaiento de las secuencias de TPR. Las 15 repeticiones en la proteina predicha
XAB2 fueron alineados, en sombreado oscuro se encuentran los residuos de aminoacidos que se encuentran en mas de ocho
de los 15 motivos; sombreado claro, sustituciones conservadoras se encuentran en mas de siete de las 15 repeticiones. Las
sustituciones se basaron en los siguientes grupos: Phe, Tyr y Trp; Ser, Thr, Ala, Gly, y Pro; Ile, Leu, Val y Met; Asp, Glu,
Asn, y Gln; y Arg, His, Lys y regiones faltantes en las alineaciones se indican mediante guiones. A la derecha se encuentra
la numeracioén que corresponde a las posiciones de aminoacidos en donde se encuentra cada secuencia de los TPRs. C.
Secuencia de consenso de los TPRs en XAB2. La secuencia de consenso XAB2 esta alineado con el consenso de las tres
clases de TPRs reportados por Sikorski et al., 1991. Los residuos que se encuentran con mas frecuencia en cada posicion en
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los TPRs de XAB2 se utilizaron en la secuencia consenso de XAB2 y las posiciones mas variables estan representados por
puntos.

Como proteina de andamiaje puede ser multifuncional para distintos procesos celulares. En
humanos, ha sido descrita como un factor importante en el reclutamiento de la maquinaria de
NER, ensayos de pull down revelan que XAB2/Syfl interacciona especificamente con CSB
y RNA Pol II. También con la microinyeccion de anticueros Anti-XAB2FL y Anti-XAB2C
(parte carboxilo de 694-855 aa) en células normales humanas se inhibe la recuperacion de la
sintesis de RNA después de irradiacion con UV al igual que la transcripcion, pero no la
sintesis de DNA no programada, esto indica que es una proteina que se encuentra involucrada

especificamente en la via TCR y en la trancripcion, pero no en la via GGR.

En células HL60 (células humanas de leucemia promielocitica) Kuraoka et al., 2008
demostraron que XAB2/Syfl tiene un efecto inhibitorio en la diferenciacion celular inducida
por acido trans-reninoico (ATRA) debido a que estd asociada con el complejo correpresor
que une RAR y HDAC3 para reprimir la actividad transcripcional. Los receptores RAR-RXR
(receptor de acido retinoico 6 Receptor retinoide X) en ausencia del ligando ATRA reprime
los genes blanco de programas de diferenciacion celular debido al reclutamiento de
complejos que contienen HDAC atado através de co-represores. Interesantemente, XAB2
inhibe la diferenciacion celular en presencia de ATRA por la disminucion del mRNA de
genes de diferenciacion CYP26 y RARP. Simultaneamente, ensayos de inmunoprecipitacion
indican que hay interaccion directa entre el receptor RAR, XAB2 y HDAC y se pierde por el
tratamiento con ATRA lo que indica que XAB2 tiene una participacion en la diferenciacion.
Por el contrario, el tratamiento con ATRA en un knockdown de XAB2 por siRNA aumenta
los mRNAs de los genes de diferenciacion con el tratamiento. De esta manera, XAB2, aunque
se asocie al complejo represor que continene HDAC3 por si sola puede alterar la
diferenciacion celular mediada por ATRA y puede ser un objeto de estudio en la terapia del

cancer.

Kuraoka et al., 2008 ha demostrado por espectrometria de masas e inmunodeteccion que
XAB2/Syfl esta interactuando con proteinas claves del complejo PRP19 (hAquarius,
hPRP19, CCDCI16, hISY1 y PPIE), este complejo es requerido para la asociacion estable de

US y U6 con el spliceosoma después la disociacion de U4 (Complejo B* activado) (Chan et
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al., 2003) lo que indica que tiene una funcion en el procesamiento del pre-mRNA. Lo anterior
se demostrd también con ensayos de splicing y RRS in vivo que demuestran que un
knockdown por iRNA de la proteina XAB2/Syf1 disminuye el mRNA, reduce la interaccion
con las proteinas claves de splicing (hAquarius, hISY1) y afecta la trancripcion, la via TCR

y la viabilidad celular.

En Saccharomyces cerevisiae las proteinas Syfl y Syf3 tienen una importante funcién en la
progresion del ciclo celular (Russell et al., 2000) puesto que si hay ausencia del producto
génico de Syfl con un vector inducible a galactosa 6 tetraciclina para Syf3 las células se
arrestan en la Fase G2 del ciclo celular elucidado por morfologia. Ensayos de FACS también
corroboraron el arresto debido a que el 85% de células con deplecion Syfl tenian un
contenido de ADN 2C, mientras que el control mostré principalmente el contenido de ADN
1C (88% de la poblacion de células). También fue reportado por Chanarat et al., 2011 que
Syfl interacciona genéticamente y bioquimicamente con el complejo THO (especificamente
con HHPR1 y MFT1) debido a los ensayos de doble hibrido que demostraron letalidad
sintética por mutaciones en proteinas del complejo THO y en Syfl (con la deplesion de los
cuatro ultimos dominios TPR). Ensayos de copurificacion también evidenciaron que Syfl
interactta con el complejo TREX independiente de RNA y la ausencia del carboxilo de Syfl
disminuye la interaccion con la subunidad grande de la Polimerasa-Rpb1. Simultaneamente,
ensayos Clip para Hprl, Sub2 y Yral (proteinas de THEX) demuestran que el carboxilo de
la proteina Syfl es necesario para el reclutamiento de los genes transcritos ADH1, PMA1 y
DBP2 debido a que la deplecion redujo en un 50% la deteccion de los éstos in vivo hasta, lo

que se indica que estd mediando el exporte de mRNAs después de su procesamiento.

Se puede atribuir otras posibles funciones a Syfl (Chanarat and Stridf3er, 2013), como parte
del complejo PRP19 podria participar en la biogénesis de las gotitas de lipidos debido a que
en ratones el knockdown de PSO4 (proteina también presente en el nucleo de PRP19) reprime
la formacién de éstas junto con la reduccion de la expresion de proteinas implicadas en su

biogénesis y los niveles de triacilgliceroles (Cho et al., 2007).
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Recientemente, en Entamoeba histolytica se han revelado la presencia de 36 proteinas de
splicing del complejo temprano a través de la clonacion de la subunidad de snRNP UTA-HA,
inmunoprecipitacion y espectrometria de masas en tindem (MS/MS). Interesantemente se
report6 el complejo PRP19 (Tabla 2 Valdés et al., 2014) sin embargo, aun se desconoce su
funcion este protozoario. En datos no publicados de microarreglos de cDNA se observo la
sobreexpresion de Syf (presumiblemente como parte del core del NTC) por transfeccion de
plasmidos a trofozoitos de este pardsito lo que indicaria un papel importante en el

regulamiento del funcionamiento celular (comunicacion personal).

Tabla 2. Componentes del complejo de splicing de pre-RNA de Entamoeba histolytica. Tomado de Valdés et al.,
2014. Linea roja indica el complejo PRP19 de interés en esta investigacion.
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a.  Numero de péptido para cada muestra: HA-IP (HA) utilizando extractos nucleares de amebas silvestres y transformantes HA-
U1A (U1A) y MS2-IP (MS2) utilizando extractos nucleares a partir no tratada o unida por UV (+) HA- RabC1 (C1), HA-gRabX13
(X) y los transformantes ameba HA-gRabX13-MS2 (M).
Porcentaje de cobertura maxima obtenida para cada proteina en los diferentes ensayos de IP.
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JUSTIFICACION

Los Eucariotas de ramificacion temprana tienen pocos o ningun intrén, sin embargo,
Entamoeba histolytica cuenta con mas de 4328 intrones en los 8201 genes reportados.
Ademas, los estudios protedmicos de ribonucleoparticulas de mensajero realizados
en este organismo permitieron identificar 36 factores de splicing, incluyendo PRP19.
El complejo PRP19 es esencial para la formacion del Complejo B* activado, esta
formado por ocho proteinas centrales como Isyl, Cefl, Prp46, Snt309, Cfl1, Syf2,
Ntc20 entre las que se encuentra la proteina Syfl o su ortélogo en humano XAB2
(=94 kDa).

La evaluacion de los niveles de expresion génica por ensayos de microarreglos de
cDNA mostraron la sobreexpresion de la proteina Syfl en trofozoitos transfectados
con plasmidos de proteinas que participan en la remocion y retencion de los intrones.
Debido a que esta maquinaria hasta la fecha no ha sido caracterizada fue de interés
en este trabajo explorar y enterder la participacion de la proteina Syfl (=83 kDa) de
E. hystolitica en el procesamiento de los pre-mRNAs en este sistema celular para

determinar si es el ortdlogo de XAB2 en humanos y CFL1 en levadura.
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HIPOTESIS

Si la proteina Syfl (XAB2 en humanos y CFL1 en Levadura) participa en splicing, la
sobreexpresion de esta molécula en Entamoeba histolytica provocara la remocion intronica
de los transcritos evaluados y la inhibicion de su expresion por knockdown inducird una

disminucion en la remocidn intronica 6 perturbaciones en ella.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la sobreexpesion y el silenciamiento de Sfyl sobre el splicing de pre-

mRNAs blanco en Entamoeba histolytica.

Objetivos especificos

A). Llevar a cabo un anélisis in silico de la proteina Syfl (77 kDa) de E. histolytica para
identificar los motivos TPRs que la componen.

B). Construir una herramienta molecular para llevar a cabo un silenciamiento de la proteina
Syfl de E. histolytica con el vector PKT3M (PK) y una sobre-expresion de ésta con el vector
pExEhHA (HA).

C). Evaluar los niveles de la sobreexpresion y el silenciamiento de la proteina Syfl en los
trofozoitos de E. histolytica cepa HM1-IMSS por medio de RT-PCR y Western Blot.

D). Determinar la localizacion celular de la proteina Syf en trofozoitos de E. histolytica cepa
HM1-IMSS por medio de microscopia confocal.

E). Examinar el impacto de la sobreexpresion y el silenciamiento de la proteina Syfl en
trofozoitos de E. histolytica cepa HM1-IMSS en transcritos de genes blanco con y sin

retencion intronica (RabX13, Cdc2, CIC-B1, Sam50, EhnMybS6 y Actina) por RT-PCR.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cumplir el objetivo general se realizé la construccion de una herramienta molecular que
permitiera tanto la sobreexpresion como el silenciamiento de la proteina Syfl de Entamoeba
histolytica usando el plasmido de sobreexpresion pExEhHA (HA) y el silenciador PKT3M
(KT), estas construcciones fueron transfectadas en trofozoitos de de la cepa HM1-IMSS,
tanto la sobreexpresion como el silenciamiento transcripcional se obtuvo al clonar la
secuencia gendmica de 2170 pb de Syfl en cada vector, HA contiene la region del gen de
cisteina sintasa flanqueante que contiene un promotor putativo y una region del gen de
neomicina que les confirio resistencia al antibiotico G418. KT por el contrario genera SRNAs
anti-sentido (AS) que se correlacionan inversamente con la expresion de mRNA de su gen
cognado, lo que sugiere una participacion en el silenciamiento de genes. Una vez obtenidos
y secuenciados fueron transfectados a los trafozoitos y fue evaluado el impacto de cada uno

en el splicing in vivo.

Para el objetivo especifico A, se uso el formato FASTA de la proteina putativa de Entamoeba
histolytica (EHI 073300) localizada en amoebadb. Este se analizé en Workbench frente al
formato FASTA de las proteinas de interés. La construccion de las herramientas moleculares
para expresar y silenciar Syfl del objetivo especifico B se llevod a cabo cuando se clonaron
los 2147 nucledtidos correspondientes al gen Syfl (EHI 073300) el cuél fue amplificando
con primers especificos que tienen sitios de corte para las enzimas de restriccion de Smal y
Xhol. Se llevo a cabo la restriccion tanto del fragmento como de los vectores de expresion
HA y de silenciamiento KT. Una vez ligados, los plasmidos se usaron en la transformacion
de células competentes de E. coli cepa Topl0 y a partir de las colonias obtenidas, se analizo
su produccion. El DNA plasmidico de HASyf1 y KTSyf1 fue extraido por mini-preparacion
con CETAB y se realiz6 una digestion con enzimas de restriccion usadas en el punto anterior
de las posibles candidatas. Se secuenciaron los plasmidos para corroborar la presencia de los

nucledtidos de Syf1 que fueron clonados.

Seguidamente se continud con la evaluacion de la expresion y el silenciamiento de la proteina
Syfl en E. histolytica. El plasmido de sobreexpresion HASyf1 y el silenciador KTSyf1 como
los vectores sin inserto fueron transfectados a trofozoitos de E. histolytica con lipofectamina.

Los trofozoitos que fueron transfectados se seleccionaron a las 24 horas posteriores a la
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transfeccion con el antibidtico G418, iniciando con 1 pg/mL de G418 hasta una
concentracion de 10 pg/mL. Una vez estabilizadas a las concentraciones de 5 y 10 pg/mL de
G418 se analizo la produccion del mRNA de Syfl, la expresion de la proteina y su ubicacion
celular. Para ello, se us6 cDNA de transfectantes y se realizo PCR con primers especificos
para Syfl (2147 pb) el cual se monitorizaron en un gel de agarosa 1% por tinciéon con
bromuro de etidio. A partir de extractos totales de proteina provenientes de las transfectantes
que fueron evaluados por separacion por SDS-PAGE y western blot con el anticuerpo XAB2
(proteina humana). Las transfectantes de HASyfl fueron analizadas por microscopia

confocal usando el anticuerpo HA-AlexaFluor.

Finalmente, se estudi6 por triplicado el impacto de la sobreexpresion y el silenciamiento de
Syfl sobre el splicing de genes blanco por andlisis in invivo de las sefiales intronicas de los
transcritos RabX13, Cdc2, CIC-BI, Sam50, EhMybS6 y Actina a través de ensayos de RT-
PCR en funcién de las concentraciones de antibiotico de la seleccion por comparacion de las

variantes de RNA. Lo anterior se esquematiza en la Figura 8.

(eSyfl (2147 pb) de| [ Plasmidos o Lipofectamina  y|
DNA genomico de pERExHASyf1 y seleccion de
cepa HMI-IMSS PKT3MSyfl en E. transfectantes con 5
PCR. Coli Cepa Topl) vy y 10 ug/ml G418.

secuenciacion.

Amplificacion [

' R )
*ENA con TRIzolE *Sobreexpresion ¥ [*Splicing in vivo de|
Reagent v proteinas Silenclamiento Svi por RabX13. Cdel. CIC-B,
RT-PCR, v western blot Sam30. EhMybS6 vy
v evaluacion de la Actina por RT-PCR
localizacion celular
HASyi.

Extracecion

Figura 8. Estrategia experimental de trabajo para el silenciamiento del gen que codifica para la proteina Syfl.
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MATERIALES Y METODOS

Construccion de plasmidos.

Se amplifico Syfl (EHI _073300) de 2170 pb por PCR utilizando DNA genomico de E.
histolityca con primers especificos (Tabla 3), se restringié el inserto y los vectores de
sobreexpresion pExEhHA (HA) y de silenciamiento PKT3M (KT) (Morf et al., 2013 & Saito-
Nakano et al., 2004) con 1 uL de enzimas Smal y Xhol (Biolabs Lote 74 y 291005), 4 uL
de buffer 4, 1 pL. de BSA 20 pL a un volumen final de 20 pL. La reaccion se incub6 a 25 °C
y 37 °C 1 hora cada una. Posteriormente se inactivaron las enzimas a 65 °C por 20 minutos,
se monitorearon 3 uL en un gel de agarosa al 1% en TAE (Tris-acetato 4 mM, EDTA 1 mM)
los cuales fueron tefiidos posteriormente en una solucion de bromuro de etidio para su
visualizacion en Camara UV (MiniBIS Pro). Se lig6 el fragmento con cada vector (HA y KT
en una proporcion 1:3.2 y 2:5 respectivamente) por adicion de 1 pL de ligasa T4 (Invitrogen
No. catalogo 15224-017) y buffer 5x en un volumen final de 20 puL por 12 h a 16°C. Se
transfomaron bacterias competentes E. coli de la cepa TOP10 con 10 pL de ligacion durante
20 min en hielo, posteriormente fueron incubadas a 42 °C por 45 segundos y en hielo por 2
min. A éstas fue agregado 800 pnL de medio stper 6ptimo (SOB) y se llevd a incubacion a
37 °C con agitacion por 1 h 20 min. Finalmente, se espatul6 una alicuota de 250 uL en cajas
con medio solido Luria-Bertani con ampicilina (100 pg/mL) las cuales fueron incubadas a
37 °C toda la noche protejidas de la luz. Las colonias obtenidas se inocularon en tubos de
cultivo amibiano 16 x 110 con 3 mL de medio liquido Luria-Bertani con ampicilina (100

png/mL) y se dejaron toda la noche a 37°C en Sheacker.

Se tom¢ una alicuota de 1.5 mL vaciando tubos de crecimiento bacteriano a tubos eppendorf
y se centrifugd a 15000 rpm por 1 min. Se aspird el sobrenadante al vacio y se resuspendio
la pastilla con 300 pnL de STET (sacarosa 3% (w/v), triton X-100 0.1% (v/v), EDTA 50 mM,
Tris-HCI 50 mM pH 8.0) hasta disgregacion total. Se adicion6 10 uL de lisozima 50 mg/mL
y se encubd a 37°C por 15 min en Termoblock Thermolyne 17600. Las muestras fueron
hervidas por 1 min 15 seg y centrifugadas nuevamente a 15000 rpm por 15 min. La pastilla

de restos celulares se retird con un palillo, el sobrenadante se traté con 10 pL. de CTAB 5%
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con agitacion fuerte en vortex y se centrifugd a maxima velocidad por 10 min, se decanto el
sobrenadante por inmersion y se adicion6 300 uL de NaCl 1.2 M con 750 pL de etanol
absoluto. Se repiti6 la centrifugacion, se descart6 el sobrenadante y se lavo la pastilla con
750 uL de etanol absoluto al 70 %. Se continud con una centrifugacion a maxima velocidad
por 3 min, se tir6 el sobrenadante por inmersion y se dejé escurrir sobre toallas de papel
absorbente por 5 min. Finalmente fue resuspendida la pastilla en 33 uL de H,O mQ y se
monitorearon 3 pL de los plasmidos en gel de agarosa 1% para evaluar un retraso en el patron

de corrimiento.

Aquellos plasmidos recombinantes seleccionados fueron tratados con 1 pL de las enzimas de
restriccion Smal y Xhol, 4 pL de buffer 1, 1 pL de BSA en un volumen final de 20 pL. Los
productos fueron monitoreados en un gel de agarosa al 1% para corroborar la liberacion del
inserto correspondiente al gen Syfl de 2147 pb. Se secuenci6 una clona positiva para cada
construccion con primers especificos (pEXEhSyf +116 TAGAATAGACTCTCATCAACy -
103 GCAAGAAGATGTTACAAAGC, KTSyfl CS-F:
TTGGTCAATGAACTGACAAACAC y CS-R ATACCCATCAC vy los resultados se
TTGTTCC).

Transfeccion de Cepa HM1-IMSS

Se prepardé medio de transfeccion (TM: opti-MEM con 1 mg/mL de 4cido ascorbico, 5
mg/mL L-Cys Ph 6.8 filtrado con Filtro Millex'HA 0.45 um Ref. SLHA033SS), 6x10°
amibas fueron inoculadas en platos de cultivo celular de 12 pozos (Corning Ref 3512) por 20
min. Se prepard Mix 1 de transfeccion con 5 ug de DNA, 10 pL de Pulse (Invitrogen No.
Catalogo 10964-021) y 8.5-50 pL de TM y Mix 2 con 30 pL y lipofectamina 20 pL
(Invitrogen No. Catalogo 10964-021). Las preparacidénes de cada mix se encubaron 15 min
a temperatura ambiente, posteriormente fueron mezcladas y reincubadas por 15 min a la
misma temperatura y a cada mezcla se adicion6 400 uL. de TM (volumen final 500 puL). Se
retird medio de amibas de los pozos, a éstas se les adicion6 la mezcla final y se incubaron 5
h en condiciones anaerobias. Terminado este tiempo se pusieron en hielo 5 min y se pasaron

a tubos de cultivo amibiano de 7 mL completando con medio TYI-S-33 (Peptona Biotriptasa
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3.66%, Cloruro de sodio 0.04 M, Dextrosa 0.06 M, Fosfato de potasio monobasico 1 x 107
M, Fosfato dipotasico 1 x 10> M, Acido ascérbico 1 x 10 M, L-Cisteina 0.01 M y Citrato
de hierro amonio (III) 1 x 10* M). 24 horas después se comenz6 la seleccion con 1 pg/mL
de G418 en HEPES 0.5 M estéril (Life technologies No. catalogo 11811098) y se fue

subiendo la concentracion dia a dia hasta 5 pg/mL y 10 pg/mL segun supervivencia.

Western Blot

Los extractos de proteina total se obtuvieron con buffer de lisis (Tris HC1 50 mM pH 7.5,
NaCl 150 mM, Triton X-100 1% e inhibidor de proteasas E-64 10 uM No. Catalogo E3132),
estos fueron cuantificados con el flubrometro Quibit 2.0 de acuerdo con las indicaciones del
proveedor (Invitrogen No. catalogo Q32866). A 60 pg de proteina se les adiciono6 buffer de
carga a una concentracion final de 1x y fueron hervidos por 5 min. Las muestras fueron
cargadas en un gel de poliacrilamida al 10% (Gel separador: 5 mL de acrilamida
30%-bisacrilamida 0.8%, 3.5 mL de Buffer Tris 4X/SDS 10% pH 8.8, 6.25 pL de H2Omo,
0.05 mL de persulfato de amonio 10% y 0.01 mL de TEMED. Gel concentrador: 1.3 mL de
acrilamida 30%-bisacrilamida 0.8%, 2.5 mL de Buffer Tris 4X/SDS 10% pH 6.8, 6.1 uL de
H20mg, 0.05 mL de persulfato de amonio 10% y 0.01 mL de TEMED) y se corrieron en una
camara electroforética con buffer de corrida para proteinas 1X (Tris-base 30 g/L, Glicina 144

g/L'y SDS 10%) a 120 V, 150 mA y 18 W durante 1 h 20 min aproximadamente.

Posteriormente se realiz6 la transferencia en cdmara humeda a 86 V, 350 mA y 100 W por 1
hora con buffer de transferencia (Glicina 0.18 M y Tris-base 25 mM) en una membrana de
nitrocelulosa (PROTRAN 0.2 pm No. catalogo NBAO85SCO01EA). Las proteinas transferidas
fueron monitoreadas por tincion con rojo de Ponceau. Se lavé la membrana con
PBS/Tween20 0.5%. (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO4 10.1 mM, KH>PO4 1.8 mM y
0.05% Tween) y se bloqued con leche Svelty baja en grasa al 5% en PBS/Tween20 0.5%.
por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavo brevemente la membrana con PBS-
Tween20 0.5% y se incub6 toda la noche con anticuerpo primario anti XAB2 conejo (Thermo
Scientific Prod# PAS5-27101) dilucion 1:1000, anti Pol II cabra (Santa Cruz Biotechnology

prod#aG-20) y/o anti actina de ratén (no comercial) todos en PBS-Tween. Los anticuerpos
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fueron recuperados y la membrana se lavo 3 veces durante 10 min con PBS-Tween20 0.5%.
Se incubd 1 h con el anticuerpo secundario 1:10000 cabra x conejo IgG (Millipore
Prod#AG132P) para XAB2, cabra x raton IgG (Thermo Scientific Prod# 31430) para actina
y conejo x cabra IgG (Invitrogen prod#81-1620) para Pol II todos en PBS-Tween20 0.5%,
se repitieron los lavados y se mantuvo en PBS 1X. El revelado se hizo por
quimioluminiscencia usando placas fotograficas Kodak film (Ref. 604 0331) con solucion
quimioluminiscente (Perkinelmer No. catdlogo NELI03001EA). Las placas fueron
fotografiadas en Camara WL (MiniBIS Pro) y las imagenes fueron procesadas con el
software ImageJ donde fueron obtenidos los valores IntDen de cada una de las de las bandas
correspondientes a las proteinas, estos valores se normalizaron dividiéndolos con el valor
IntDen del control de carga Actina y/o Pol Il y se tom6 como expresion del 100% los valores

para los vectores sin insertos.

inmunofluorescencia

Un tubo confluente al 80% con amibas sin transfectar, transfectantes HASyf1 y transfectantes
HAUIA se les retird el medio, se agregd 1 mL de medio TYI-S-33 nuevo y se colocaron en
hielo+tH2O por 20 min. Se tomd 250 pL de la suspension celular y se colocd en un
cubreobjetos que se encontraba en platos de cultivo celular de 6 pozos. Se incubaron a 34°C
por 30 min, se quité medio con micropipeta de 1 mL cuidadosamente y fueron sumergidos
por 5 min en metanol puro previamente enfriado a -20°C. Las amibas fijadas se observaron
en microscopio Nikon Eclipse TS100. Seguidamente se lavé con PBS 1X y se bloqued por
adicion de Suero Fetal Bovino Adulto inactivo al 1% en PBS 1X por 1 h a temperatura
ambiente. Se descarto el suero y se adicion6 10 uL de anti HA 1:1000 (HA.11 Clone 16B12
Monoclonal Alexa Fluor Labeled No. Catidlogo: A488-101L) en PBS 1X sobre el
cubreobjetos el cual se tapd con un acetato que tenia las mismas dimensiones y se dejo por 2
horas protegido de la luz. Se realizaron 5 lavados de 10 min con PBS 1X con agitacion leve
y se agregd 10 pL de Dapi (1:1000) procediendo de manera similar durante 20 min. Una vez
realizados los mismos lavados, los cubreobjetos fueron tomados con pinzas se lavaron con

H>0Omq y en seguida se colocaron sobre sobre 7 pL. de Vectashield el cual estaba en un
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portaobjeto. Finalmente, las esquinas se repizaron con barniz de ufias y se almacenaron a 4°C

para su visualizacién en microscopio confocal Zeiss LSM700.

Extraccion de RNA

El RNA total fue extraido desde cultivos de transfectantes (botellas de 25 cm? Corning
#43072)con una confluencia del 95%. Las amibas fueron despegadas sumergiendo las
botellas 20 min en hielo, se pasaron a un falcén de 15 mL y se centrifugaron por 5 min a
1000 rpm, el medio TYI-S-33 fue retirado y la pastilla celular fue resuspendida con el
reactivo TRIZOL (Invitrogen, Cat. # 15596-018) cuidadosamente. La suspension fue
transferida a tubos eppendorf de 1.5 mL el cual se incub6 durante 5 min y se les adiciond 160
pnL de mezcla cloroformo: isoamilico (25:1), se agitd fuertemente en vortex y se dejo en
reposo a temperatura ambiente 3 min. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 11
000 rpm por 15 min a 4°C y la fase acuosa (RNA) se transfirio a tubos nuevos a los cuales
se les agregd 400 uL de isopropanol frio y se dejaron en reposo 10 min a temperatura
ambiente. Se repitid la centrifugaciéon a 11 000 rpm por 5 min a 4°C, se descarto el
sobrenadante y se adicion6 800 pL de etanol al 70% (en H2O libre de Rnasa) a cada uno. Fue
centrifigado nuevamente a 9 000 rpm por Smin a 4°C, se descartd el sobrenadante por
inmersion y se dejo secando por 10 min. Finalmente, se resuspendio la pastilla de RNA en
60 uL de H,O DEPC. La integridad del RNA se monitored en de geles de agarosa al 2% en
TAE libre de RNAsas.

Para garantizar los resultados a partir de RNA, este se tratd con segun protocolo de DNAsa
RQ1 (PROMEGA Cat. # M6101) y se purifico llevandolo a un volumen final de 200 pL con
H>O DEPC més 200 pL de Fenol:Cloforormo:Isodmilico (25:24:1), se agit6 30 seg en vortex
y se centrifugd a 13 000 rpm por 3 min. Se recuperd la fase acuosa a la cual se le adiciond
200 pL de cloroformo:isoamilico (24:1) y se repitid centrifugacion. Se volvid a recuperar la
fase acuosa y se afiadio 1 pL de glicogeno 5 mg/mL y 200 puL de isopropanol frio. E1 RNA
se precipito toda la noche a -80°C y fue recuperado por centrifugacion a 13 000 rpm por 15
min a 4 °C, una vez empastillado se descartd el sobrenadante por inmersion y se lavo con

200 pL de etanol al 70 % libre de RNAsa. Se repitio centrifugacion y se dejo secar la pastilla
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por 10 min. Finalmente, el RNA fue resuspendido en 20 uLL de HO DEPC y se cuantificd
segun fluorometro Quibit 2.0 conforme a las indicaciones del proveedor (Invitrogen No.

catalogo Q32866).

RT-PCR

Todas las reacciones de retro-transcripcion (RT) se llevaron a cabo en un volumen final de
12.5 uL con 2 pg de RNA libre de DNA. Se us6 el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit #K1622, para lo cual se completé a 11 pL. con H2Omqg DEPC estéril (segin volumen de
RNA) mas 1 pL de hexdmeros y se incubd por 5 min a 65°C. Seguidamente se agreg6 4 L
de Buffer, 2 uL de dNTPs, 1 pL de Riblock y 1 pL. de RT-Transcriptasa para un volumen
final de 20 pL, la mezcla fue incubada a a 42°C por 1 h. Se inactivé la enzima a 70°C por 5
min. Para el transcrito de RabX13, se incubaron 2 ug de RNA total, 0.5 pg de oligo(dT);s,
0.5 uM de desoxi nucledtidos trifosfatados (ANTPs) y se completé a 13 pL con H2Omg DEPC
estéril (segiin volumen de RNA). Esta mezcla fue incubada durante 5 min a 65°C y se coloco
en hielo 2 min, se le agregaron posteriormente 4 pL del buffer First Strand 5X (Invitrogen
Cat. # 28025-021), 2 uL de DTT 0.1 M y se puso 2 min a 37°C. En seguida, se agregaron 1
uL de la enzima M-MLV (Invitrogen Cat. # 28025-021) y se volvi6 a incubar a 37°C durante
50 min. Se llevd a cabo otra incubacion de 10 min a 75°C para la inactivacion de la enzima

y el cDNA obtenido se us6 como molde para las reacciones de PCR.

2 pL del cDNA obtenido fueron utilizados como molde en las reacciones de PCR con las
condiciones de la Tabla 3. Se usaron 0.5 mM de primers especificos para la amplificacion de
cada transcrito y distintas concentraciones (mM) de MgCl, (Tabla 3), buffer para PCR 1X,
0.2 mM de dNTP’s, y 0.7 Unidades de Taq polimerasa (Invitrogen No. catdlogo 11615-010)
0 0.005 Unidades Taq polimerasa (Kapa Biosystems No. catdlogo KK1022) en tubos Axygen

de 0.2 mL. Se completé con H2Omq estéril a un volumen final de 12.5 pL.

Tabla 3. Caracteristicas de los primers usados en esta investigacion.
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Condiciones

Transcrito Nombre Secuencia de oligonucedtidos MgCl: Producto de
5 —-3) (mM) Amplificado (pb) | amplificacion
ATTGTCGTGGCATCCTAACT 35 ciclos
FRibEh239F o
FRNA 18S CA 1 179 94°C/4s™,
RRibEh8SR 60°C/45",
GCGGACGGCTCATTATAACA
72°C/45"
GAGCTGTATTCCCATCCATT ,
35 ciclos
EhACTF | GTTG o
Actina 15 510 94°C/4s™,
EhACTR | CTTTCAGCAGTAGTGGTGAA 65°C/45",
AGC 72°C/45""
CAATTAGGAGAAGGAACAT ,
45 ciclos
Cdc2 F ATGG o
Cdc2 15 440-361 94°C/45™,
Cdc2 R GTGGTTTCATATCTCTGTGA 54°C/45",
AG 72°C/45""
ATGGAACAAAATTTACCCTC 45 ciclos
Chio ¥ 94°C/45""
CC-B CTATTGGAAGTGGATTATGG 2.5 652-596 ’
ChIRE2 55°C/45",
TG
72°C/45""
CGTTGTTGGAGACTCTTCAG ,
35 ciclos
Rab2 F TTGG o
RabX13 1.2 510-374 94°C/45",
Rab2R GACCCATTTCAGTTGAAACA 62°C/45",
GTTC 72°C/45"
GCAATGACAACAAGAATGC ,
35 ciclos
FSam50 AA o
Sam50 25 835-763 94°C/45",
RSam50 AAGAAACCCCAACTCCACA 64°C/45",
A 72°C/45"
TCAAGTTCGTTCTCATGCAC 45 ciclos
56 FWD 94°C/45""
EhMybS6 CTAGAACAATTGGTTCGAAG 2.5 191-135 ’
S6 REV . $4°C/45",
72°C/45""
GATCCAACATATCCTAAAAC 35 ciclos
POLII | PollIF 2 210
AACA 94°C/45”,
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PollIR TCAATTATTTTCTGACCCGT 60°C/45"",
CTTC 72°C/45""
SyfSma
TCCCCCGGGATGAATGAAG
AAAAGAATATTTC 2100
35 ciclos
SyfXho CAACTCGAGTCATTCTGCTT .
Syfl 94°C/45"",
). CTCCAAAATA
410 64°C/45"",
GAAAGTCTTACTGTCCAAGA 72°C/45""
Syf2F
TGAATTGTTTTAATTCCTTC
Syf2R

Como control, en cada uno de los experimentos se realizaron reacciones de PCR utilizando

como molde al RNA sin reaccion previa de retrotranscripcion. Todos los productos fueron

analizados en geles de agarosa al 2% usando marcador de peso 100 pb (Invitrogen No.

Catalogo 15628-019). Las imagenes fueron procesadas en software ImageJ donde fueron

obtenidos los valores IntDen de cada una de las bandas, estos valores fueron normalizados

dividiéndolos con el valor IntDen del control de carga Pol I1.
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RESULTADOS

Analisis in silico de Syfl de Entamoeba histolytica.

Anadlisis in silico mediante BLAST revelaron una proteina hipotética conservada
correspondiente a la proteina Syfl de Entamoeba histolytica (EHI _073300), constituida por
699 aminoacidos, tiene un pl 5,86 y presenta una estructura de hélices a antiparalelas
(Apéndice 2B). Busquedas de homologia de secuencia utilizando PSI-BLAST NCBI
mostraron que la secuencia Syfl amibiana comparada con otras secuencias de proteinas no
redundantes tiene baja identidad con otros organismos: Drosophila melanogaster (ORF de
CG6197, nimero de acceso AAF58348; 27% idéntica), Caenorhabditis elegans (ORF del
C50F2.3, nimero de acceso AAB37794; 26% idéntica), y Schizosaccharomyces pombe
(ORF de SPBC211.02¢, nimero de acceso CAB75410; 29% idéntica). Esto se corrobor6 con
el alineamiento de los tltimos 4 motivos TPRs de cada especie (Figura 9) lo que indica que
hay pocos aminodcidos totalmente conservados (asterisco azul) y conservados los grupos

fuertes (dos puntos verdes, ver apéndice 3) y/o conservados como grupos débiles (punto azul

0scuro).
D. Melanogaster -POIIINYGMFLEEHNYFEEAYRAYEKGISLEKHFHVYDIWNSYLTKFLE
H._ Sapiens TROIVINYAMFLEEHKYFEESFKAYERGISLFKWPHVSDIWSTYLTKFIL
C._Elegans -POMIMHY AMFLEENEYFELAFCRYEKGIALFKHPGVEFDIWNTYLVEFIK
3._Fombe POV AN L LEENAYFEDSFKIYERGVALFSYPVAFELWHLYLTKEVE
E._Histolytica TGRELIEYIKEKKDEGDGLDIWKIYEKGINIFEYPVEGMLYHOY INEWCS
3. _Cerevisiae -PRMRENFALFLONHYEVMESFOVYEKT IPLEFFEIQYELWIEYLEVATS
- P o ke - x3 . *
X XTI
D._Melanogaster RYGGTHL-ERARDLFEQCLDOCEP--EHAKYFY LLYAKLEEEH-GLARHA
H._ Sapiens BYGGERKL-ERARDLFECALDCCEPP—-KYAKTLYLLYAQLEEEW-CLARHL
C._Elegans RYGGKEL-ERARDLFEQCLENCEFF--THAKY IFLLYAKLEEEH-GLARHA
5._Pombe BRYOGTHM-ERTRDLFEQALEGCFP--EFSKSIYLLYADFEEKF-GKAKES
E._Histolytica LYGEKKK-ERTRDLFEHATESAF I --EWKKEMYDOY IKYEIKN-HSFKEWV
5._Cerevisiae HOLSSLSPEHIRFLFEKALKNLCSHNGIDCETIFIAYSVFEERISGLISES
Fa F OEREELLLL * o1 * * . :
XIT
D. Melanogaster = = MSVYDR——--—— ATSAVKEDEMFDMYNIFIRKAREIYGLPRTREIYEKAT
H. Sapiens LTRAVEPAQOYDMFNIYIKRAREIYGVIHTRGIYOKAT
C._Elegans LESIYHR———-——ACSGVDRADMH SMYNIY ITREVOEMYGTAQCRFIFERAT
5._Pombe ISTLEK——————. LA DKVHTADRLATYNVLLVEVALNYGVLATRTWVYEKRAT
E._ Histolytica IDLYEK—————— EVNEILNEEKCEVWIKYAQOVDEVEGFEETKEVYLEGL
3. _Cerevisiae IEILRRGAVIGTVSVSTHLESRLOLWEMCI SKAESTLGFSVIRELYQECT
- - - - n - * - - - -
¥ITI
D. Melanogaster ESLPEQHMRHMCVEFAELETKLGEVDRLARATYAHCSOVCDPRITADEWOT
H._ Sapiens EVLSDEHRREMCLRFAIMECKLGEIDRARATYSFCSQICDERTTCAFWOT
C._Elegans SELPEDKSRAMSLRYAQLETTVGEIDRLRATYAHAAFTISDPEVHVEEWDT
3._Pombe ESLSDSEVEDMCLRFAEMETKLGEIDRARLIYIHGSOYCDPRVETDYWER
E._ Histolytica HESIGRIDEWKLSLSFAEY LENQEDIEGAREIFSTGSKRCSVEEHEEYWDR
3. _Cerevisiae QILPNSKAVEFVIKFSDFESSIGETIRAREILAYCAKLLPPSRNTELWDS
- - - . n e . *& ok - *
v
D._Melanogaster WHEFEVEHGN-EDTMREMLRIKRSVOAT YN TOVHMMAROFLSTN———NGA
H._Sapiens WHDFEVEHGN-EDTIKEMLERIBERSWVOATYNTOVNFMASOMLEVSGSATGET
C._Elegans WENFEVAHGH-EATVROMLRVRRSVERS YHNWVHVILTSVOMR—————— DR
5._Pombe WOEFEIRYGNPEETVHEMLRIKRSVOTKFSTDS———————————— LHI
E._Histolytica WHKEFEERFGS-ENTFEDY LVTEKTVMKY FEEAR —————————————————
3. _Cerevisiae FEIFELKHED-KETYKDMLEMEEVLESHNMLIDSASVSHE———————— EGN
.. * FEE R )
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Figura 9. Secuencia de aminoacidos de los ultimos motivos TPRs de Syfl de Entamoeba histolytica alineados con
cinco especies diferentes.

Los tltimos motivos TPRs analizados fueron propuestos por Nakatsu et al., 2000 para cada especie distinta a E. histolytica,
los aminoacidos totalmente conservados (asterisco azul rey) y conservados los grupos fuertes (dos puntos color verde) y/o
conservados como grupos débiles (punto azul oscuro). Alineamiento hecho en Biology WorkBench con Clustalwprof.

Aunque el porcentaje de identidad con especies como Homo Sapiens y Saccharomyces
cerevisiae (NP_010704) también fue bajo, 26% y 20% respectivamente, nuestros resultados
in silico demuestran que por alineamiento de los motivos TPRs de XAB2, la proteina Syfl
de E. histolytica también presenta 15 motivos TPRs y que éstos son de la Clase I (Figura 10).
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Figura 10. Syfl de Entamoeba histolytica tiene 15 motivos TPRs de la Clase I.

A. Alineamiento de los motivos TPRs reportados para XAB2 por Nakatsu et al., 2000 con Syfl de Entamoeba histolytica,
notese que hay un alineamiento de cada uno. Los aminoacidos totalmente conservados (asterisco azul rey) y conservados
los grupos fuertes (dos puntos color verde) y/o conservados como grupos débiles (punto azul oscuro). Alineamiento hecho
en Biology WorkBench con Clustalwprof. B. Secuencia consenso de Syfl de E. histolytica producto del alineamiento de
cada motivo TPRs encontrado, se realizd con la herramienta CTREE en Biology WorkBench C. Alineamiento de la
secuencia consenso de syfl E. histolytica con la secuencia de las clases de TPRs reportados por Sikorski et al., 1991 que
indica que los TPRs de la proteina Syfl son del Tipo 1.

Herramientas moleculares para silenciar y sobreexpresar Syfl en E. histolytica.

La obtencion del plasmido silenciador KTSyf1 y del plasmido de sobreexpresion HASyf1 se
llevd a cabo por extraccion de DNA plasmidico de bacterias E. coli transformadas y
monitoreados en un gel de agarosa 1%. Las clonas que llevan el inserto presentaron un retraso
en la migracion (Figura 11 A y B, superior representadas por flechas) respecto al control

negativo (carril 1 en A y B).

A. B.
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Figura 11. Perfil electroforético declonas candidatas.

A. Monitoreo del plasmido de sobreexpresion HASyfl en un gel de agarrosa 1% obtenido por miniprep de Topl0
transformadas, el carril 1 corresponde al vector HA sin inserto y los carriles 2 al 15 corresponden a las colonias tratadas, la
flecha indica la posible clona positiva. En la parte inferior se muestra la restriccion del plasmido positivo (carril 15) con las
enzimas de restriccion Smal y Xhol. B. Monitoreo del plasmido de sielnciamiento KTSyfl obtenido por miniprep
monitoreados en un gel de agarrosa 1%, el carril 1 corresponde al vector KT sin inserto y los carriles 2 al 14 corresponden
a las colonias candidatas seleccionadas, la flecha indica las posibles clonas positivas. En la parte inferior se muestra la
restriccion exitosa de los plasmidos positivos carril 8. 11 y 12 con las enzimas de restriccion Smal y Xhol.

Estas clonas positivas se secuenciaron con los primers especificos para HASyfl y KTSyf1
(ver materiales y métodos). Posteriormente un analisis bioinformatico fue llevado a cabo para
comparar con el fragmento Syfl de E. histolytica. Los plasmidos fueron purificados por
MaxiPrepreparaciones, se cuantificaron y se monitoriaron en gel de agarosa al 1%.
Posteriormente se transfectaron en trofozoitos de E. histolytica de la cepa HM1-IMSS como

se describe en materiales y métodos.

Transcurridas las 24 h de la transfeccion se realizd un cambio a medio TYI-S-33
suplementado con 1 pg/mL de antibidtico G418 y se incrementd hasta 2.5 pg/mL dia a dia.
En este punto las amibas que no estan transfectadas perecen y las pocas que sobreviven por
presencia de los plasmidos se mantuvieron a esa concentraciéon hasta un porcentaje de
confluencia 50% para continuar la seleccion hasta 5 y 10 pg/mL de antibidtico G418. Una
vez estabilizados los cultivos en tubos amibianos con una confluencia del 80% se pasaron a
botellas de cultivo celular y aproximadamente 10° amibas se usaron para las extracciones de

proteinas y RNA.
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Analisis del mensajero de Syfl de Entamoeba histolytica.

Se analizé el mensajero de la proteina Syfl de 2100 pb por ensayos de RT-PCR (n=2) usando
los primers Tabla 3. Trofozoitos de la cepa HM1-IMSS previamente transfectados y
seleccionados entre 5 y 6 ng/mL de G418 fueron analizados como se describe en materiales
y métodos. En la Figura 12 carriles 1 y 2 después del MP corresponden a trofozoitos silvestres
(sin transfectar) y a trofozoitos silenciados en los que no se observd sefal. Sin embargo, en
trofozoitos transfectados con un vector no relacionado KTSF1 se observa poco el mensajero
y las en transfectantes con HASyf1 si se logro observar claramente, como era de esperar
puesto que estan sobreexpresando la proteina. Se us6 como control de carga el transcrito
rRNA 18S cuyo producto es de 179 pb. Los valores densitométricos fueron procesados en
ImagelJ tinicamente para HASyf1 tomando como 100% el valor de WT, una vez normalizados
con rRNA18s se graficaron en GraphPad Prism 6. Se aprecia una sobreexpresion de 3 veces

del mensajero de Syf1 respecto al basal de los trofozoitos silvestres.

1 ug RHA ,; 2.5 mM MgCl

A.
MP  WT KTSyfl KTSF1 HASyM
pb - 6 6 5 Eﬁ‘#.
B So
250 . -__"rf— I Syf
2000 | e— " - 2100 pb
s [ 'RNA 185
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B.
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1004
9-- T

Transcripcion de Syt 1 normaliza

42



Figura 12. Evaluacién del mensajero de Syfl de Entamoeba histolytica.

A. Trofozoitos de E. histolytica Cepa cepa HM1-IMSS fueron transfectados con los vectores KTSyfl para el knockdown y
HASyf1 para la sobreexpresion; se us6 KTSF1 como control de transfeccion, una vez seleccionados entre 5 y 6 pg/mL de
G418 se realizo la RT-PCR con primers especificos y se monitorearon en un gel de agarosa al 1%, células WT se usaron
como control (sin transfeccion), el transcrito rRNA18s se analizé como control de carga. n=2 B. Densitometrias de Syfl en
trofozoitos HASyfl y células WT analizadas con ImageJ, una vez normalizados con rRNA18s se tom6 como 100% los
valores de WT y se graficaron en GraphPad Prism 6.

Analisis de la expresion de Syfl en trofozoitos de E. histolytica transfectados.

Para evaluar la inhibicion de la expresion y la sobreexpresion de la proteina Syfl en las cepas
transfectantes se uso el anticuerpo comercial anti-XAB2 debido a que es el tnico anticuerpo
disponible en el mercado. El epitope (entre los aminoacidos 30-243 aa de la proteina Syfl
humana) tiene el 30% de identidad con la proteina amibiana (Ver Apéndice 1A). Su
especificidad fue validada por western blot en extractos totales de proteina de células
HEK?293 y HELA. Para las primeras, se observo una sefial doble en el peso aproximado de

la proteina (<94 kDa) mientras que para la segunda fue totalmente inespecifico (Apédice 1B).

Reconociendo las limitaciones del anticuerpo, procedimos a evaluar la expresion de la
proteina Syfl en trofozoitos transfectados con las contrucciones y seleccionados a 5 pg/mL
del agente selector G418 también analizados por western blot. Los resultados obtenidos de
la inmunodeteccion muestran que tanto en la sobreexpresion como en el silenciamiento de la
proteina Syfl en trofozoitos transfectados se observd un aumento y una disminucion en la
expresion de esta proteina, respectivamente, en comparacion con aquellas transfectadas con

el vector sin inserto (Figura 13 Ay C.)
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Figura 13. Evaluacién de la expresion de Syfl en trofozoitos de Entamoeba histolytica Transfectados.

Ay C. Trofozoitos de E. histolytica cepa HM1-IMSS fueron transfectados y con plasmidos sobreexpresion de HASyfl y
de silenciamiento de KTSyfl y control mock (vectores sin inserto) utilizando lipofectamina, una vez seleccionados con
Spg/mL de G418 los lisados celulares se obtuvieron por buffer de lisis y se resolvieron por SDS-PAGE en un gel 8%. La
inmunotransferencia con anti-XAB2, anti-Actina y anti-Polll. Todos los experimentos se realizaron dos veces con resultados
similares. B y D. Densitometrias de la expresion de Syfl en trofozoitos transfectados con HASyfl y KTSyfl
respectivamente junto con su control de células mock. Se analizaron los valores con ImageJ y se normalizaron con el control
de carga, se tom6 como 100% los valores del mock y se graficaron en GraphPad Prism 6.

Las densitometrias de estas imagenes fueron procesadas con ImageJ y normalizadas con
respecto al respecto al vector mock (100% de expresion) y control de carga de actina para
HASyf1 y Pol II para KTSyfl. Noétese que la expresion Syfl aumentd mas del 100% y la
inhibicidn de la expresion diminuy6 aproximadamente un 40% (Figura 13 B y D). El ensayo
se realizd por duplicado, con un error estandar de la media (SEM) de 240,4 + 7,535 para la

sobreexpresion y 53,78 + 4,189 para el silenciamiento.

Inmunodeteccion de HA-Syf1

La determinacion de la localizacion celular de la proteina Syf en trofozoitos de E. histolytica
cepa HM1-IMSS se llevo a cabo por microscopia confocal (Figura 14). Las transfectantes de
HA-Syf1 fueron tratadas segiin materiales y métodos para la inmunofluorecencia de anti-HA,
se us6 como control negativo trofozoitos sin transfectar HM1:IMMS y control positivo
trofozoitos transfectados con HA-U1A como previamente se reportod por Valdés et al., 2014.
Interesantemente, la sefial de HA (canal verde) fue detectada para ambas transfectantes

(carriles 2 y 3 respectivamente), esta sefial colocaliz6 con la sefial de DNA con DAPI (canal
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azuL) como previamente se habia descrito para HA-UIA por lo cual, se evidencid la

localizacion nuclear de Syfl. Sélo la sefial azul se detect6 en los controles mock (Carril 1).

MOCK HAU1A HASyf1
R ...
£ ok _\T‘\,
"-.__' :
20@m 20@m 20@m
1 2 3

Figura 14. Localizacion nuclear de Syfl en transfectantes de Entamoeba histolytica.

Mock (Carril 1), HAU1A (Carril 2), y HASyf1 (Carril 3), las transfectantes fueron tratadas para inmunofluorecencia y
fueron observadas bajo microscopio confocal. La sefial verde corresponde a anticuerpo Alexa Fluor 488 anti-HA y la sefal
azul corresponde a DNA nuclear contrastado por DAPI. PC muestra el contraste de fase de las imagenes con la
colocalizacion de las sefiales fluorecentes.
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Efecto de la sobreexpresion y el kockdown de Syf1 en el splicing de algunos productos

génicos de E. histolytica.

Para analizar el efecto de la sobreexpesion y el silenciamiento de Sfyl sobre el splicing de
pre-mRNAs blanco en Entamoeba histolytica distintos productos génicos amibianos se
seleccionaron conforme al analisis de las sefiales intronicas claves para el splicing como: las
caracteristicas de sus tractos de polipirimidinas (pY), la longitud de los mismos y su

proximidad al 3’ss (Tabla 4).

Tabla 4. Seiales intronicas de los transcritos seleccionados de E. histolytica. Acorde a la secuencia consenso
NCURAY, en rojo se muestra la adenosina del punto de ramificacion (BPS), en magenta el 3'ss y en negro el tracto
de polipirimidinas (pY).

Actina  EHI 107290 NP -

Cdc2  EHI_065280 81 taaaaaaagataaaaagaaagtactgataaaatatag
RabX13 EHI 065790 136 ttatcttgtaaataaatataaactaacttttatttag

Sam50  EHI 078220 72 tatatttaattaagataaatgtaagactaaaagaaaaaaaattaaagaatag
CIC-BI  EHI 186860 56 aattaattgaaaaataaataagttctgatcgttttag

MybS6  EHI 155580 56 ttcttaaaaaaaattccatgaaatactaacttttatag

Polll  EHI 056690 NP -

Syfl EHI 073300 37 gtttgtgaataattctctatataacaataaaagactt

attgaattag

NP: No presenta.

Los ensayos de RT-PCR fueron realizados usando como templado cDNA obtenido a partir
del RNA extraido y tratado con DNAsa de amebas transfectadas con los vectores sin inserto
y con los vectores con inserto tanto de sobreexpresion y silenciamiento (HASyfl y el

KTSyfl, respectivamente) seleccionados a 5 y 10 pg/mL de G418. Los productos
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amplificados se nomalizaron con el transcrito del Pol II de un peso esperado de 210 pb.
Adicionalmente, se realiz6 el control negativo para los RNAs usados en la RT-PCR con
primers especificos para el transcrito del gen Actina y/o Pol Il y descartar amplificaciones

inespecificas por presencia de DNA.
Transcrito del gen de Actina

En la Figura 15 se presentan los resultados obtenidos de la RT-PCR para el transcrito de
Actina en un peso esperado de 535 pb. A la izquierda se encuentra la sobreexpresion y a la
derecha el silenciamiento de Syfl en transfectantes seleccionadas con 5 y 10 pg/mL, como
se observa, aunque se ve afectada la transcripcion del transcrito debido a que no detecta
cambios en la cantidad de producto en todas las muestras analizadas a una seleccion de 10
ng el knockdown de Syfl presenta una disminucion de la transcripcion conforme a las
desintometias (Figura 15 B).
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Figura 15. Expresion del transcrito de Actina en trofozoitos transfectados.

A. Reaccion de RT-PCR del transcrito de Actina, de las transfectantes a concentraciones de 5y 10 pg/mL de G418, el
producto de la PCR es de 535 bp, en la parte inferior se presenta el transcrito de Polll de 210 pb todos monitoreados en un
gel de agarosa 2%. B. Efecto de la sobreexpresion y silenciamiento de Syfl de E. histolytica del transcrito de Actina
normalizada contra Polll. En anaranja se presenta el mRNA a las diferentes selecciones de antibidtico G418, HAS y KTS
son vectores de mock a una seleccion de 5pg/mL, HASyf15 y KTSyf15 son vectores de sobreexpresion y silenciamiento a
una seleccion de Spg/mL. Todos los experimentos se realizarontres tres veces con resultados similares. Las densitometrias
fueron tomadas de los valores IntDen del software ImagelJ, se grafico los cocientes de los valores obtenidos para HASyf1 y
KTSyf1 considerando los valores de los vectores sin inserto (mock) como 100% el valor de los vectores sin inserto (HA y
KT) a cada concentracion de antibiotico.

Transcrito del gen de Cdc2

El transcrito Cdc2 es de 440 pb y posee un intron de 81 nt, este intréon no posee un tracto de
polipirimidinas (pY) sin embargo, el producto procesado via splicing es de 359 bp. La Figura
16 A muestra las variantes de RNA descritas anteriormente, los resultados de las RT-PCR
fueron monitoreados en un gel de agarosa al 2% y tefiidos con bromuro de etidio, nétese que
a pesar de que el intron carece de algunas sefiales especificas para su remocién cuando se
sobreexpresa Syfl se observa un mejor procesamiento en ambas selecciones de antibidtico
G418 debido a que decrementa la sefial del pre-mRNA en 440 pb, este fendmeno se evidencia
mejor en la normalizacion de las densitometrias Figura 16 B. (Barra naranja HASyfS con
respecto a HAS). Sorprendentemente, hay un incremento en el pre-mRNA de este transcrito

con knockdown de Syfl debido a que incrementa la senal en 440 pb, este suceso fue
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evidenciado en ambas selecciones (KTSyf5 con respecto a KT5 y KTSyf10 con respeto a

KT10) lo que indica que se esta reteniendo el intron.
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Figura 16. Expresion del transcrito de Cdc2 en trofozoitos transfectados.

A. Reaccion de RT-PCR del transcrito de Cdc2, de las transfectantes a concentraciones de 5 y 10 ug/mL de G418, el
producto de las variantes de RNA son de 440 para el pre-mRNA y 361 bp para el mRNA amplificados por PCR y
monitoreados en un gel de agarosa 2%. B. Efecto de la sobreexpresion y silenciamiento de Syfl de E. histolytica del
transcrito de Cdc2 normalizada contra Polll. En anaranja se presenta el pre-mRNA a las diferentes selecciones y en rosado
sepresenta el mRNA. HAS y KT5 son vectores mock (sin inserto) a una seleccion de Spg/mL, HASyf5 y KTSyf5 son
vectores de sobreexpresion y silenciamiento a una seleccion de Spug/mL, nomenclatura similar para seleccion de 10 pg/mL.
Todos los experimentos se realizarontres veces con resultados similares. Las densitometrias fueron tomadas de los valores
IntDen del software Imagel, se grafico los cocientes de los valores obtenidos para HASyfl y KTSyfl considerando los
valores de los vectores sin inserto (mock) como 100% segun la concentracion de antibidtico para la seleccion.
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Transcrito del gen de CIC-B1

El transcrito del gen de CIC-B posee dos intrones, en este trabajo evalu6 el efecto de la
sobreexpresion y el knockdown de Syfl en el intron 1 (CIC-B1) el cual presenta un tracto de
polipirimidinas muy pequefio. Para ello se us6 primers especificos que amplificaron estas
variantes de RNA en 652 bp con intron (pre-mRNA) y 596 bp sin intrén (mRNA). Los
resultados de la RT-PCR se muestran en la Figura 17, evidenciamos que la sobreexpresion
de Syfl decrementa la sefial de pre-mRNA en 652 bp, este fendmeno se observa mejor a una
5 ng/mL (HASyf1 con respecto a HA), mientras que el knockdown incrementa el pre-mRNA
discretamente en ambas concentraciones de seleccion (KTSyfl con respecto a KT) puesto

que aparece mayor sefial en 652 pb.
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Figura 17. Expresion del transcrito de CIC-B1 en trofozoitos transfectados.
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A. Reaccion de RT-PCR del transcrito de CIC-B1, de las transfectantes a concentraciones de 5 y 10 pg/mL de G418, el
producto de las variantes de RNA son de 652 para el pre-mRNA y 596 bp para el mRNA amplificados por PCR y
monitoreados en un gel de agarosa 2%. B. Efecto de la sobreexpresion y silenciamiento de Syfl de E. histolytica del
transcrito de C/C-B1 normalizada contra Polll. En anaranja se presenta el pre-mRNA a las diferentes selecciones y en rosado
se presenta el mMRNA. HAS y KT5 son vectores mock (sin inserto) a una seleccion de Spg/mL, HASyfS y KTSyf5 son
vectores de sobreexpresion y silenciamiento a una seleccion de Spg/mL, nomenclatura similar para seleccion de 10 pg/mL.
Todos los experimentos se realizarondos veces con resultados similares. Las densitometrias fueron tomadas de los valores
IntDen del software Imagel, se graficd los cocientes de los valores obtenidos para HASyfl y KTSyfl considerando los
valores de los vectores sin inserto (mock) como 100% segun la concentracion de antibidtico para la seleccion.

Las densitometrias procesadas y normalizadas de los geles en la figura 17 B indican que a
una seleccion de 5 pg/mL la sobreexpresion de Syfl disminuye el pre-mRNA y aumenta el
mRNA considerablemente (HASyf5 comparado con HAS, barras 1 y 2), indistintamente, no
se evidencia tanto en una seleccion de 10 pg/mL de antibiotico. Por otra parte, el knockdown
de Syfl tiene un efecto mas discreto debido a que se observa un poco incremento en los

niveles de pre-mRNA en ambas selecciones (KTSyf5 y 10, barras 5 y 7 con respecto a KTS
y 10, barras 6 y 8).

Transcrito del gen de EAMybS6.

El transcrito EAMybS6 posee un intron de 56 nt que posee un tracto de pirimidinas
yuxtapuesto con el 3’ss y en comparacion con el de RabX13 es mas pequeiio. Los resultados
de las RT-PCR confirman la sefal del transcrito sin procesar (incluido el intron o pre-mRNA)
en 191 pb y el mRNA o procesado en 135 pb, en la Figura 18 se observd que la
sobreexpresion de Syfl aumenta la sefial del mRNA respecto a su control en ambas
selecciones de antibidtico, sin embargo, se evidencia mejor a una seleccion de 5 pg/mL de
G418. Por otro lado, el silenciamiento de Syfl causo en este transcrito una disminucion en
la sefial en 135 pb, es decir, que el knockdown indujo el no procesamiento del transcrito

debido a que se observa una acumulacion predominante en la sefial de 191 pb.

Myb S6

 m— s REERY

135 pb
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Figura 18. Expresion del transcrito de MybS6 en trofozoitos transfectados.

A. Reaccion de RT-PCR del transcrito de MybS6, de las transfectantes a concentraciones de 5 y 10 pg/mL de G418, el
producto de las variantes de RNA son de 191 para el pre-mRNA y 135 bp para el mRNA amplificados por PCR y
monitoreados en un gel de agarosa 2%. B. Efecto de la sobreexpresion y silenciamiento de Syfl de E. histolytica del
transcrito de MybS6 normalizada contra Polll. En anaranja se presenta el pre-mRNA a las diferentes selecciones y en rosado
se presenta el mRNA. HAS y KTS son vectores mock (sin inserto) a una seleccion de Sug/mL, HASyf5 y KTSyf5 son
vectores de sobreexpresion y silenciamiento a una seleccion de 5pg/mL, nomenclatura similar para seleccion de 10 pg/mL.
Todos los experimentos se realizaron tres veces con resultados similares. Las densitometrias fueron tomadas de los valores
IntDen del software Imagel, se graficd los cocientes de los valores obtenidos para HASyfl y KTSyfl considerando los
valores de los vectores sin inserto (mock) como 100% segun la concentracion de antibidtico para la seleccion.

El porcentaje de expresion de EAMybS6 normalizado Figura 18 B indica que hay aumento
del mRNA y una disminucion del pre-mRNA cuando se sobreexpresa Syfl en ambas
selecciones de 5 y 10 pg/mL (Barras HASyf5 y HASyf5) con respecto a los controles mock
(Barras HAS5 y HA10) sin embargo, a una seleccion de Spg/mL es mas evidente. Por el
contrario, en ambas selecciones para el knockdown de Syfl se observé un aumento del pre-
mRNA y una disminucién en el mRNA (PKT3Syf5 y PKT3Syf10) comparados con sus
controles mock (KT5 y KT10), este efecto se distingue mejor a la mayor concentracion de

seleccion.

Transcrito del gen de RabX13

El transcrito de RabX13 tiene una longitud de 510 pb incluyendo un intrén grande (136 nt),
este intron posee un tracto de polipirimidinas estd bien definido y es cercano al 3’ss, con su

remocion la longitud del transcrito es de 373 pb. Nuestros resultados de RT-PCR (Figura 19)
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muestran para ambos casos de seleccion que cuando hay mas proteina Syf1 se da disminucioén
en la sefial de 510 pb denotada mejor en la seleccion de 5 ug de antibiotico. En contraparte,
la expresion reducida de Syfl (KTSyf1) indica una acumulacion de la sefial en 510 pb lo que

indicaria que no se esta llevando a cabo la remocion del intron.
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Figura 19. Expresion del transcrito de RabX13 en trofozoitos transfectados.

A. Reaccion de RT-PCR del transcrito de RabX13, de las transfectantes a concentraciones de 5y 10 pg/mL de G418, el
producto de las variantes de RNA son de 510 para el pre-mRNA y 374 bp para el mRNA amplificados por PCR y
monitoreados en un gel de agarosa 2%. B. Efecto de la sobreexpresion y silenciamiento de Syfl de E. histolytica del
transcrito de RabX13 se normalizd contra Polll. En anaranja se presenta el pre-mRNA a las diferentes selecciones y en
rosado se presenta el mRNA. HAS y KT5 son vectores mock (sin inserto) a una seleccion de Spg/mL, HASyfS y KTSyf5
son vectores de sobreexpresion y silenciamiento a una seleccion de 5pg/mL, nomenclatura similar para seleccion de 10
ug/mL. Todos los experimentos se realizaron tres veces con resultados similares. Las densitometrias fueron tomadas de los
valores IntDen del software ImageJ, se grafico los cocientes de los valores obtenidos para HASyfl y KTSyf1 considerando
los valores de los vectores sin inserto (mock) como 100% segtin la concentracion de antibidtico para la seleccion.

Los valores normalizados de estas RT-PCRs confirman que en 5 pg/mL de seleccion la
sobreexpresion de Syfl (Figura 19 B. Barras HASyf5 con respecto a Barra HAS) causa un
aumento en el mRNA mientras que el silenciamiento causa disminucion del mismo, por tanto,

un aumento en el pre-mRNA.
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Transcrito del gen de Sam50

El transcrito del gen de Sam50 posee un intron que contiene un tracto de pirimidinas 39 nt
rio arriba del 3’ss. Los productos de PCR esperados son con intrén de 835 bp y sin intron de
763 bp, estos se presentan en la Figura 20 A. Conforme a los anteriores transcritos analizados,
la sobreexpresion de Syfl demuestra que disminuye la sefial de 835 pb y la disminucion de
la expresion aumenta esta sefal en comparacion con sus controles. La grafica de la Figura
20. B, indica mas notablemente y de forma simultdnea que en todas las selecciones HASyf1
se disminuye el pre-mRNA y aumenta el mRNA mientras que para KTSyfl es inverso,

sorprendentemente en este transcrito hay mayor afeccion en las variantes de RNA.
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Figura 20. Expresion del transcrito de Sam50 en trofozoitos transfectados.

A. Reaccion de RT-PCR del transcrito de Sam50, de las transfectantes a concentraciones de 5 y 10 pg/mL de G418, el
producto de las variantes de RNA son de 835 para el pre-mRNA y 763 bp para el mRNA amplificados por PCR y
monitoreados en un gel de agarosa 2%. B. Efecto de la sobreexpresion y silenciamiento de Syfl de E. histolytica del
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transcrito de C/C-B1 normalizada contra Polll. En anaranja se presenta el pre-mRNA a las diferentes selecciones y en rosado
se presenta el mMRNA. HAS y KT5 son vectores mock (sin inserto) a una seleccion de Spg/mL, HASyfS y KTSyf5 son
vectores de sobreexpresion y silenciamiento a una seleccion de 5pg/mL, nomenclatura similar para seleccion de 10 pg/mL.
Todos los experimentos se realizaron tres veces con resultados similares. Las densitometrias fueron tomadas de los valores
IntDen del software ImageJ, se graficd los cocientes de los valores obtenidos para HASyfl y KTSyfl considerando los
valores de los vectores sin inserto (mock) como 100% segun la concentracion de antibidtico para la seleccion.
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DISCUSION

Analisis in silico demuestran que Syfl de Entamoeba histolytica esta constituida por 15

motivos TPRs y no es conservada.

Hemos estudiado la proteina Syfl putativa de E. histolytica e identificamos a homologos y
posibles ortologos en S. cerevisiae, D. melanogaster y C. elegans, aunque con un bajo
porcentaje de identidad, y ain mas baja homologia con Syfl de Homo Sapiens (Figura 9). La
conservacion de la secuencia es discreta sobre toda la longitud de la proteina, lo que sugiere
la proteina pudo tener cambios evolutivos e inclusive puede diferir en funcionalidad. En
humanos, Syfl (XAB2) est4 asociada a factores especificos de TCR y a la RNA Polimerasa
y se le ha conferido una participacion importante en el reclutamiento de la maquinaria de
reparacion por esta via (Nakatsu et al., 2000). También se ha reportado que XAB2 es
requerida para optimizar el splicing de pre-RNAs y un knockdown de XAB2 por siRNA tiene
un defecto en la transcripcion y en la via NER (Kuraoka et al., 2008). Interesantemente,
células embrionarias de D. Megalonaster carecen de TCR detectable y aunque Syfl
aparentemente est4 codificada en el genoma, se cree que carece de CSA y CSB (proteinas
indispensables en la via de TCR) (Adams et al., 2000 y de Cock et al., 1992) lo que podria
indicar que Syfl cumple distintas funciones conforme al organismo. En nuestro modelo,
aunque no se han evaluado todas las funciones atribuidas a la proteina, los alineamientos
indican que su estructura presenta 15 motivos TPR del tipo I (Figura 10 y apéndice 2B) al
igual que la proteina XAB2, lo que podria sugerirnos que en este parasito puede tener
funciones en el andamiaje de multicomplejos como se sefiala en proteinas que los poseen

(Blatch and Lissle, 1999).

El mRNA de Syfl de Entamoeba histolytica es poco abundante.

La Figura 12 demuestra que el mensajero de Syfl de E. histolytica es aparentemente escaso
porque se detectd la sefial del mRNA en 2100 pb por RT-PCR en punto final en el RNA

procesado de transfectantes que sobreexpresan Syfl. Aunque nos interesaba evaluar la
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funcion como proteina, la indeteccion del mRNA en células mock y/o poco en células
transfectadas para la sobreexpresion puede ser debido a que la vida media de este mensajero
particularmente puede ser del orden de varias horas como se ha reportado en células de
mamifero (Singer and Penman, 1973 y Harpold et al., 1981) o que el mRNA puede ser
destruido rapidamente como se observo en células Hela con una vida media < 2 h (Puckett
et al., 1975). También se ha reportado por Yang y colaboradores, en 2003, la destruccion
selectiva por el exosoma de ciertos transcritos que llevan tractos ricos en AU, cuyo promedio
de velocidad de desintegracion aumenta en presencia de estos tractos, especialmente cuando
se encuentran en la 3’-UTR de un gen. La falta de una fuerte correlacion entre el mRNA y
los niveles de expresion de proteina ha sido analizada y se debe principalmente a: (1) la
regulacion de la traduccion, (2) las diferencias en vida media de la proteina in vivo y (3) la
cantidad significativa de errores experimentales, incluidas las diferencias en las condiciones
experimentales (Wu et al., 2008). También, la fraccion de mRNA unido a los ribosomas en
un momento dado resulta en una mejor correlacion con los niveles de proteina (Maier et al.,
2009). Esto conlleva a que la célula puede controlar las velocidades de degradacion o sintesis
de una proteina dada lo que resulta en una heterogeneidad significativa incluso dentro de las
proteinas que tienen funciones similares (Greenbaum et al., 2003). Nuestros resultados
analizados por PCR en punto final pueden no suficientes para resolver estas variabilidades
en el rendimiento puesto que la resolucion en gel de agarosa es muy pobre (= 10 veces), por
lo que esperamos evaluarlo por PCR en tiempo real que es lo suficientemente sensible para
detectar estos cambios. También el gen de Syfl puede tener discretos niveles de mRNA
debido a la baja actividad del promotor. Sin embargo, aqui no se probd la actividad de los
promotores endogenos mediante la creacion de construcciones del gen reportero, por ejemplo
con luciferasa (Morf et al., 2013). Asi mismo, se encontré6 una senal empobrecida del
mensajero de Syfl en transfectantes con KTSF1 usadas como control de transfeccion aunque
mayor con respecto a las silvestres, observacion que estd en concordancia con los resultados
de microarreglos que revelaron una sobreexpresion de Syf por transfeccion de plasmidos en

trofozoitos de E. histolitica (Valdés y colaboradores, comunicacion personal).
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Transfectantes de Entamoeba histolytica sobreexpresaron y silenciaron la proteina

Syfl que se localizo en el nucleo.

Nosotros evaluamos la sobreexpresion (al doble) y el silenciamiento (a la mitad) de la
proteina Syfl en transfectantes de E. histolytica por western blot (Figura 13). El anticuerpo
empleado es exclusivo para Syfl humana, pese a que su especifidad varia conforme a la linea
celular y a que el porcentaje de identidad con la proteina Syfl amibiana es bajo (Ver
Apéndice 1A.), nos proporciond una caracterizacion parcial del su nivel de expresion en las
transfectantes. También en nuestros resultados de sobreexpresion se detectaron otras
proteinas en el peso molecular de Syfl, estas posiblemente tengan motivos TPRs y/o sean de
union a RNA como EHI 033670 de 799 aa 93.3 KDa y/o EHI 124060 de 811 aa 94.8 KDa
encontradas por BLAST en AmoebaDB, por lo que se demostrd la inespecificidad del
anticuerpo en concordancia a lo que observamos con su validacion en extractos proteicos de
cé¢lulas HELA (Apendice 1B). Aunque en otros sistemas el silenciamiento por iRNA de Syf1
(XAB2) fue mas eficiente (Kuraoka et al., 2008 & Ohnuma-Ishikawa et al., 2007), nuestros
datos indican que el silenciamiento de la proteina Syfl amibiana no es total debido a la
herramienta molecular usada para el knockdown la cual permitio la generacion de sRNAs
antisentido de 27-nt suficientes para el silenciamiento del gen Syfl fusionado al vector KT
(Morf et al., 2013). También el endogeno puede tener estructuras secundarias por
plegamiento en si mismo (Apéndice 2A) los cuales pueden impedir la hibridacion de los
sRNAs AS ocasionando la disminucidn en la eficiencia del knockdown. Nuestros andlisis de
inmunodeteccidon se vieron entorpecidos por la pronta degradacion de proteinas ain con
tratamiento con inhibidor de peptidasas de cisteina (E64). Se ha reportado que las proteasas
de cisteina extracelulares estdn implicadas en diversos procesos fisiologicos y
fisiopatologicos, incluyendo la invasion tumoral y la metastasis. En este pardsito se han
catalogado como unos de los de los factores que contribuyen a su patogenicidad porque
trofozoitos tienen una fuerte actividad proteolitica y liberan grandes cantidades de cisteina

proteinasas en medio de crecimiento (Petri, 2008).

Encontramos una potencial secuencia de localizacion nuclear PRRIKKRQK reportada en la

proteina de motivos TPRs “crn” por Zhang et al., (1991) conforme a la secuencias de
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localizacion nuclear clésicas (proteina antigeno T grande de SV40, Chelsky et al., 1989), la
cual se ubico desde el aminoacido 292 en la proteina Syfl de E. histolytica. Por lo anterior,
evaluamos a través de microscopia confocal la localizacion celular de la proteina Syf en
trofozoitos transfectados con HASyf1 seleccionados a 5 pg/mL de G418, nuestras imagenes
de inmunodeteccion confirmaron su ubicacion nuclear (Figura 14) por colocalizacion de la
sefial de HA con DAPI. Por lo tanto, la proteina Syfl tuvo una participacion en el splicing
como ya se analiza a continuacidon y posiblemente medie otros procesos funcionales

nucleares.

La sobreexpresion de Syfl de Entamoeba histolityca disminuye el pre-mRNA de los

transcritos analizados y el silenciamiento lo aumenta.

Una vez corroborado que en nuestro sistema la expresion de la proteina Syf estaba siendo
modificada y su localizacion nuclear, se examin6 el impacto de la sobreexpresion y el
silenciamiento de ésta en trofozoitos de E. histolytica cepa HM1-IMSS en transcritos de
genes blanco. El reconocimiento de sefiales especificas dentro del intron resulta ser crucial
para su remocion. Wu y colaboradores, en 1999, demuestraron que U2AF a través de sus
heterodimeros reconoce sefiales de tracto de polipirimidinas (pY) y 3’ss especificas, por
tanto, hace dos clasificaciones de los intrones; aquellos que son AG dependientes (con pY
débiles) y otros independientes a AG (con pY fuertes). Demuestr6 también que a la adicion
del heterodimero U2AF35/65 o so6lo la subunidad de 65 kDa restablecen el splicing en
transcritos independientes de AG, mientras que en transcritos AG dependientes sélo se lleva
a cabo la remocion intronica con la adicion de ambas subunidades (U2AF35/65). Aunque la
subunidad de 65 kDa parece tener baja afinidad por los pY débiles su interacion con la
subunidad de 35 KDa la mejora. Nosotros analizamos distintos transcritos con caracteristicas
diferentes en su pY y sorprendentemente se observo que tanto la sobreexpresion de Syfl
potencia la remocion intronica (disminucion del pre-mRNA) mientras que el silenciamiento
la decrementa (aumento del pre-mRNA), lo que podria indicar que el splicing amibiano no

depende de las sefiales intronicas sino de la estabilidad del spliceosoma.
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El intron del transcrito Cdce2 no posee tracto de pirimidinas (Lohia and Samuelson, 1993),
este transcrito evaluado en la cepa G3 tampoco presenta diferencias en las variantes de RNA
por silenciamiento de U2AF84 (Morales-Tovar, tesis de maestria 2015). Interesantemente,
nuestros resultados demuestran que su remocioén se llevé a cabo exitosamente por
sobreexpresion de Syfl mientras que el knockdown la inhibe (Figura 16). Es posible que la
retencion de este intron, aunque no depende del factor auxiliar U2AF84 es dependiente de la
baja expresion de Syfl lo que indica que la estabilidad del complejo spliceosomal esta
mediada por esta proteina. Conforme a lo anterior, también la ausencia de Syfl afecto el
splicing de los transcritos CIC-B1 y EhMybS6 siendo mas discreto en el primero, estos
intrones analizados poseen pY pequefios y cercanos al sitio de splicing 3’ss lo que les hace
requerir de la interaccion de U2AF35 (Coolidge et al., 1997). En Drosophila, transcritos
similares como ms/-2 que tienen una distancia corta entre el tracto de pirimidinas y el sitio
3’ss (pY débil) requieren la interaccion de U2AF35 con la secuencia AG para estabilizar la
union de U2AF65 (Valcéreel, 1999) y llevarse acabo la remocion del intron. Sin embargo,
nosotros demostramos que el procesamiento de transcritos AG dependientes puede estar
ligado a la conformacion del spliceosoma, posiblemente mediada por Syf1 a través de PRP19

en el complejo B y no al reconocimiento del intron en el complejo A.

En transcritos AG independientes como RabX13 y Sam50 los cuales tienen el tracto de
pirimidinas largo y bien definido cercano al 3’ss en E. histolytica la sobreexpresion de Syfl
potencia el splicing mientras que el knockdown lo inhibe independientemente de estas sefiales
en el intron. La expresion EARabB y su localizacion celular ya ha sido estudiada en este
parasito durante la fagocitosis (Guzman-Medrano et al., 2005) y en el trafico vesicular
involucrado en el enquistamiento (Nakada-Tsukui et al., 2010). En las levaduras
Schiziosacharomicces pombe 'y S. cerevisieae se demostrd que el reconocimiento del intréon
por U2AF65 es fundamental para la remocion intronica debido a que las mutaciones del
RRM3 de prp2 y Mud (ortdlogos de U2AF65 de H. Sapiens) afectaron el procesamiento del
pre-mRNA (Sridharan and Singh, 2007) y son requeridos para el correcto splicing in vivo
(Banerjee et al., 2004). Sin embargo, con nuestros resultados predecimos en E. histolytica
que al igual que los transcritos AG dependientes, el splicing amebiano es dependiente de la

presencia o ausencia de la proteina Syfl (la cual podria estar conformando el PRP19) para
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cumplir su funcidn en el spliceosoma pre-catalitico y no de las sefiales de reconocimiento del

intrén por U2AF.

El transcrito de Actina no se vio afectado excepto en el kockdown de la proteina a una
seleccion de 10 pg respecto a su control. Actina participa activamente en la invaciéon a su
huésped puesto que uno de los primeros signos para este suceso es la polimerizacion de
moléculas de actina durante fijacion del parasito a células diana (Bailey et al., 1985, 1987).
Debido a que se evalu¢ la participacion de Syfl en el splicing amibiano, no esperabamos que
hubiera una alteracion en este transcrito porque no presenta intrones, sin embargo, nuestros
resultados muestran que posiblemente la ausencia de Syf1 afecta la transcripcion. Esto puede
ser debido a que Syfl esté interactuando con la polimerasa y con los componentes de THO
que facilitan la elongacion de la transcripcion como se ha reportado en S. cerevisiae (Rondon
et al., 2003) o en H. Sapiens (Nakatsu et al., 2000 & Chanarat et al., 2011). La disminucion
en la transcripcion por knockdown de Syfl y conforme a lo reportado (Nakatsu et al., 2000)

también puede haber perturbado splicing de pre-mRNAs.

En S. cerevisiae, NTC est4 formado por ocho proteinas centrales como Syfl (XAB2 =94 kDa
en humano) y hasta 19 proteinas asociadas (Chanarat and StrdBer, 2013), ésteparticipa en el
splicing (Tarn et al., 1994), en humanos se ha reportado como hPrp/CDCSL (Ajuh et al.,
2000) en donde XAB2 forma parte del complejo con las helicasas Aquarius DEXD, hCDCS,
hISY1, PPIE junto con proteinas que activan el spliceosoma (Kuraoka et al., 2008). Como
PRP19 es esencial para la formacion del Complejo B* activado (Chan et al., 2003), los
hallazgos anteriores en levadura encajan muy bien con nuestra observacion de que Syfl de
E. histolytica es una proteina que participa activamente en el splicing y que posiblemente
estaria formando parte del complejo PRP19 ya que éste fue identificado por Valdés et al.,
2014 en estudios protedmicos de ribonucleoparticulas de mensajero. Por otra parte, Syf3
también se ha reportado como una proteina que participa en el procesamieto de mRNAs en
S. Cerevisie (Russell et al., 2000). Nosotros realizamos un BLAST de esta en la base de datos
de amoebaDB y encontramos que su posible ortélogo es de 473 aa (EHI 175230) el cual
nose ha estudiado y se desconoce su funcion sin embargo, posiblemente también ejerce un

papel en el splicing cuando hay un silenciamiento de Syfl debido a que no observamos
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disminucién en la supervivencia por el knockdown mientras que en humanos si se evidencio

(Kuraoka et al., 2008).

La funcionalidad de XAB2 puede proporcionar una pista para entender el papel de Syfl
amebiana; nuestros datos muestran que Syfl de E. histolytica puede ser el ortdlogo de XAB2
humano y CFL1 de levadura, en nuestro modelo parece ser que la proteina forma parte del
centro del complejo PRP19 y puede ser escencial para el ensamble del spliceosoma gracias
a los motivos TPR que encontramos (Figura 10). Por lo tanto, es posible que también esta
involucrada en los procesos asociados con el control del ciclo celular (Russell et al., 2000),
exporte de mRNA via THEX/THO (Chanarat et al., 2011) como se ha reportado en S.
cereviciae y/o en la reparaciéon de DNA via TCR reportado en H. sapiens (Nakatsu et al.,
2000 & Kuraoka et al., 2008). Por otra parte, la biogénesis de flicRNAs (intrones de longitud
total circularizados) de amiba ya ha sido estudiada por Mendoza-Figueroa, en 2016 (tesis
doctorado), estos aparecen ser dependientes del procesamiento del RNA debido a que su
expresion incrementa concomitante a la del mRNA, aunque su biogénesis no ha sido
esclarecida la formacion de flicRX13 puede ser producida a partir de una reaccion de
desramificacion deficiente por la enzima Dbrl. Interesamentemente, ya se ha reportado que
XAB2 puede interactuar con hDbrl in vivo e in vitro (Masaki et al., 2015) y en levadura
analisis de dobles hibrido también demuestran la interaccion de Dbrl con Syfl/Ntc90
(Garrey et al., 2014), si bien la funcion bioldgica de esta asociacion actualmente se desconoce
se puede explorar la idea de que posiblemente en amiba Syfl que participa activamente en el

splicing soporte a la enzima hDbrl1 para ejercer su papel en la circularizacion de los intrones.

También es de interés corroborar si una delecion del carboxilo de la proteina Syfl amibina
afecta simultdneamente la transcripcion y el splicing, como lo encontramos con el
knockdown. La delecion de los ultimos cuatro motivos TPRs en otros organismos disminuye
su interaccion con la polimerasa, afecta el reclutamiento de los transcritos para su exporte
hacia citoplasma (Chan et al., 2003) y la microinyeccion en celulas normales de de anti-
XAB2 dirijidos al carboxilo inhibe la RRS y la sintesis de RNA naciente (Nakatsu et al.,
2000). En nuestro modelo de estudio tales aspectos no se han investigado y hacerlo nos

llevaria al mejor entendimiento de la funcionalidad de la proteina. Tampoco descartamos la
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posibilidad de que como parte del complejo PRP19, Syfl esté involucrada en la formacion
de gotitas de lipidos (organulos subceluares de almacenamiento de lipidos neutros,
principalmente triglicéridos) conforme a lo reportado con el descenso en la expresion
Pso4/Prp19 mediante iRNA en las células 3T3-L1 lo cual inhibi6 la expresion de proteinas
asociadas su biogénesis (perilipina y S3-12) (Cho et al., 2007).
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CONCLUSIONES

La proteina Syfl de Entamoeba histolytica tiene 15 motivos TPRs de la clase 1.

Syfl amebiana localiza en el ntcleo de los trofozoitos.

La sobreexpresion y silenciamiento de Syfl afectd respectivamente, positiva o
negativamente el splicing de distintos transcritos amebianos sin importar los
elementos que componen el 3’ss.

De la misma manera, en transcritos sin intrones, el silenciamiento de Syfl afecto
moderadamente su transcripcion.

Nuestros datos apoyan la interpretacion de que Syfl de E. histolytica pudiera ser el
ortdlogo de XAB2 humano y CFL1 de levadura y que posiblemente forme parte del

NTC para una formacidén mas estable del spliceosoma amibiano.
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PERSPECTIVAS

Detectar el mensajero de Syfl por PCR en tiempo real.

Hacer experimentos de pull-down para probar la interacciéon de Syfl con otros factores

nucleares.

Evaluar, si de manera andloga a XAB2, el COOH de Syfl sea el respondable de la

participacion en el splicing amebiano.
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APENDICE

AntiXAB2 30-243 aa ~  -—-—--——----—---- NQFSVKCWLRYIEFKQGAPKPRLNQLYERALKLLPCSYKLWYRY
EHI 073300_ MNEEKNISIYEFDVKQNPQSFKTWWNYIEYFDESHFQSKITIFQRALHELPGSYKLWYHY
* * *  x *** : [ *** * x ****** *

Ant iXAB273 0-24 37aa LKARRAQVKHRCVTDPAYEDVNNCHERAFVFMHKMPRLWLDYCQFLMDQGRVTHTRRTFD
EHI 073300_ LQTILINARKSGIDTEIRKSVNEVFEESLVYMNKMPVIWKLYIEWLIENGEITQMRRVFD
. ** .*.: * * * % % :* * --*---* -*: ** * %

Ant iXAB273 0-24 37aa RALRAMPI TQHSRIWPLYLRFLRSHPLPETAVRGYRRFLKLS PESAEEYIEYLKS-----
EHIio 7330 07 RSLOSLPIGQHNELWKVVMKEFVITLNTPLLFEKLVLRHILLDRGMIGEYIQICKKKGEKY

Kook Rk ok rikr o * : ook, KKK,
B.

Apendice 1. Validacién de anti-XAB2. A. Alineamiento del epitope de anti-XAB2 frente a Syfl amibiana (EHI_073300),
los aminoacidos totalmente conservados (asterisco azul rey) y conservados los grupos fuertes (dos puntos color verde) y/o
conservados como grupos débiles (punto negro). Alineamiento hecho en Biology WorkBench con Clustalwprof. B.
Extractos totales de proteinas de células Hela y Hek293 se obtuvieron por buffer de lisis y se resolvieron por SDS-PAGE
en un gel 10%. La inmunotransferencia con anti-XAB2 por duplicado con resultados similares.
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Apéndice 2. Prediccion de la estructura por plegamiento del gen y la proteina Syfl de Entamoeba histolytica. A.
Plegamiento del gen de Syfl de E. histolytica. Imagen obtenida en RNAfold desde los nucleoticos de 5'— 3" del gen de
Syfl. B. Estructura de la proteina Syfl. Imagen obtenida en I-tasser desde los 699 aa en formato FASTA.
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Clustal Conservation Groups

The clustal format read md wianten by Multaligs Viewss mcludes characten symboliting degres of conservation
Posshions where every vesiiue 15 the same fype (complets ientity) are marked with an astersk (*)

Postmions where one of the followmg stromg groups s fully conserved are marked wath a celon ()

£Tk
HEQK
NHQH
MUEQ
HEE
MILY
MILF
HY
F¥ld

Posthons where one of the followmg weak groups is fully conserved are marked with a pened ()

(5]
ATV
£
STHE
STRA
SEHD
SHOEQE
MDEQHE
MEGHEN
FYLIM
HFY

The groups are defined using the PAM2 50 matnix: scores withum the strong groups are over 0% and scores within the weak groups are positroe but no greater than 0.5
Chiheer positrons are not marked with any character

LTCSF Compurer Grapines Laborarory / Apesl 2003

Apéndice 3. Especificacion nomenclatura aminoacidos en Workbech. En la imagen se indica los aminoacidos

conservados como grupos fuertes (dos puntos verdes en alimeamientos) y/o conservados como grupos débiles (punto azul
oscuro en alimeamientos).
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