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Las protednas cofiing parScipan en la constante reestructuraciin del choesqueleto,
por o que son importantes para la establidad estructural asl como para la efcente
respuesta celular a los estimulos del medio que las rodea. En la actuaidad se ha
reponado que estas proleings, ademds de ejercer su funcidn en el cloesquelnto,
participan en diferenies actividades nucieares, como la estructura nuciear, & expresion
génica o el fransporie de proteinas dentro del ndckeo.

Entamoeba histolytica es un paldgend que causa ameblasis inestinal y extra
inlestinal, y & pesar de su importancia clinica s descondcs la funcidn Que ejercen las
coflings & nivel do nOco coldar en o pardsito, En este rabajo s Caractanzaron las
profeinas cofiina de £ hisiolytica a ravés del andlss i siico de s 10 peoleinas
codiicadas en o genoma del pardsito. Se generaron anticuerpos policionales pam
analizar & dos de estas proteinas, CoAC (EMV_1644580) y COF (EHT_197480), y medants
microscopls confocal se cbservd su dstribucion celulsr.  Por Jitimo 3o analizaron s
proteinas del nucleoproledma, y se identificd a la proteina COF (EM_197480) como parte
de las proteinas presentes on & fraccidn nudiear de este pardsio.

ABSTRACT

Cofiin proteins participate in cell cytoeskelelon restructurasion, therefore are
important for structural stability and the cel effcient response 10 envicronment stimuli. It
has been reportad that these proteing, in A0dBoN 10 their citoplasmatic function, parsicipale
in afferent nucles activites such &8 nuclelr sStruchare, OIS CIPMASSION O prolen
transport within the nucieus.

%Whomummmmw
amcabissis, and despie its cinical importance, the role of coflin proteing at the cel
nucieus in this paraste is unknown. In this work, cofiin proteins of £ histoltica were
characterized In through in sico analysis of the 10 proteins coded by the parasite
genome. Polydonal antibodies were generated 10 analyze two of these proleins, CoAC
(EHI_164480) and COF (EHV_107480), and their oall distribution was observed by
confocal microscopy. Finally, the nucleoproleome prolens were analyzed, and the COF
profein (EMI_T97480) was idenified as part of the proteins present in the nudiear fracton
of this parasiie.
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1 INTRODUCCION

Las proleinas del ciloesqueleto como acting, y las distintas proteinas
de unidn a actina (ABPs, Actin Binding Prodoins) participan en la constante
restructracion del cilopiasma, con 1o que le dan estabiidad a las células y le
permiten adaptarse a los estimulos del medio gue las rodea. Durante o siglo
pasaco, of estudio de estas profeinas se centrd en su actividad choplasmatica,
descanando de manera absolula su Panicpaciin an olros procesos celulares.
Sin embargo, un pequefio grupo de estudios demostrd que estas proteinas
podrian tener una participacidn en ka fisialogia celular mucho mas compleja de
o que s& habia pensado, debido a8 que sa identifichd que estas proleinas del
citoplasma se transiocan al nicleo celular, (Jockusch, ef al, 1974; Clark &
Merriam,, 1977; Fukul., 1978; Egly, & &/, 1584;) abriendo con @810 Una Nueva
elapa en ol estudio de estas proteinas.

2 MARCO TEORICO
2.1. Entamoaba histolytics.

Entamoeba hislolytica es un proloZoano que 56 transmite &l humano por
medio de comida o agua contaminada. Es el agente causal de 1a colitis amebiana
y de los abscesos hepdicos ameblanos, que son enfermedades asociadas con
niveles signficativos de mortalidad en 1odo ol mundo (Miichi, of &/, 2016). E.
histolytica esth dasificada por la OMS como el lercer agente causante de muerie
por infecciones parasitarias, con un estimado de 100000 muertes anuales
(Sateraie & Huston,, 2011),

Fedor Aleksandrovich Lesh fue @l pimero en describir @l cuadro clinico
Causado por este pardsito en 1875. En un paciente con disenteria, descnbid al
agenie causal y establecié la relacidn “causa-efecto” de la enfermedad al infectar
peros con quistes ameblanos humanas (Lesh., 1975)

https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679:48168663/print?locale=es Pagina 20 de 121
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Eﬂopu“lombmddodovmm.qmmdo%m
el quiste y el trofozoito. El quiste es la forma infectiva y resistente del pardsito, que
%mmumaummcuudw.mmmmu
inestino se conviene a rofozolo, forma mdwl e invasiva del parasito, que cuenta
con la capacidad de invadicr el intestno, lo que puede culminar en colis
necrotizante y abscesos hepaticos (Gomez, ef al, 2007; Gonzalez Vazquez of af,
2012).

En a amebiasis inestinal, el proceso de infeccidn se divide en res elapas,
luego de las cuales el pardsilo es capazr de generar dafio a su hospedero
(Moncada, &f af 2003), estas elapas son:

* Colonizacédn.- Es la etapa inicial, se realiza a través de la adhesidn
medada por distintas lectinas, que reconocen azUCares como: galactosa
(Gal) y N-acetiigalactosamina (GalNAc) sobre la superficie de la célula
huésped (Mi-ichi, of al, 2016; Aguire Garcla, of al, 2015).

* Disrupcidn de la mucosa.- Durante esta etapa el pardsito secreta una gran
cantidad de Gicosidasas y Cisteina proteasas que degradan la mucosa de
una manera directamente proporcional a la dosis y al Sempo (Moncada, ef
al 2003; Moncada, ef al 2005). Es importante mencionar que el genoma de
E. Msiolytica codifica para un total de 85 peptdasas, de las cuales 50 son
exclusivamente Cisteina proleasas (Tilack, of &/, 2007)

* Unidn y cdlsis - En esta etapa final, el trofozoito es capaz de iniciar la
destruccidn de la capa celular mediante diferentes mecanismos como: of
ameboporo A, el compieo ENCPADH, o la proteina ROM1, que le otorgan a
& amida actividad cltoldxica medianie |a cual puede elminar las cllulas del
epitelio intestinal, faclitando con esto que alcance la capa submucosa y la
Wmina propla. (Ralston & Petri., 2011; Sateriale & Huston,, 2011),

https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679:48168663/print?locale=es
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2.2. Cofilinas

La famila de proteinas del faclor despolarizante de actina (ADF), es un
grupo de profteinas de unidn a actina con funciones cruciales para regular la
homeostasis celular, debido a que participan en l0s procesos de Meestructuraciin
de actina, lo cual resulta esencial para la estructra y 18 migracidn celular. La
primera de las profeinas de esta famila en ser identificada fue el Factor
Despolanizanie de Actina, que se pwificd a partik de cerebro de pollo y se
demostrd que tenia la capacidad de desarmar filamenios de actina (Bamburg,
Harris & Weeds., 1980). Casi simultdneamente se identificd en cerebros de cerdo
una proleina con la capaciiad de unirse a acting MoNomérica, misma que también
tenia la capacidad de desmantelar flamenios de actina, razén por la que recbid ol
nombre de colina (Nishida, Maekawa & Sakai , 1984) Zas proteinas de la familia
ADF se unen a ambos extremos de los Mlamentos de actina e interaccionan
preferentemente con los complejos de ADP.-F/Actina, promoviendo la ripida
despolimerizacion de los flamentos de actina en el extremo en punta, evitando of
alargamiento de los extremos barbados y generando con esio |la desmantelacidon
de flamentos actina (Wicland, et al., 2017). Estas proteinas han sido identificadas
en 10dos los organismos eucariotas y se han descrito 3 isoformas (Kanelics &
Frame., 2016)

* Factor despolarizante de actina (ADF/Destrina)
* Cofiina-1 (CFL-1)
* Coflina-2 (CFL-2)

Las proteinas de esta familia comparten una gran similitud a nivel de su
secuencia aminocacidica, sin embargo no sOn semejantes, ya que se ha
identificado que a nivel celular ADF y CFL-1 se localizan en membranas
“ondulantes” donde existe una gran reestructuracién de actina (Bamburg & Bray.,
1987, Yonezawa et al., 1987) mientras que CFL2 se encuentra en ks discos Z de
los sarcémeros (Kremneva, et al,, 2014).
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Actuaimente exisie un creciente niomero de estudios que demuestran las

implicaciones que estas proteinas pueden llegar a tener a diferentes niveles de la
fisiciogia celular y no solo 8@ nivel cloplasmédtico, En procesos apoplosicos se ha
determinado que la transiocacion de cofiina a la mitocondna es necesarnia para la
induccidn de la muerte celular programada (Chua et al,, 2003) y que a su vez esta
transiocackdn a la mitocondria puede desencadenarse por TGFi o por la
axidacion de los residuos de cisteina (Zhu et al., 2006; Kiamt et al., 2009).

Se ha determinado también su paricipacidn en la arquitechura nuclear, ya
que se demostrd que el slencamiento de las proteinas ADF y CFL1T en células
epitoliales de ratdn, propicia la pérdida de la forma nuciear como resultado de la
acumulacion desenfrenada de flamenios de actng que invaden el espacio
intranuciear y que s& originan como resullado de estrés celular (Kanellos et al.,
2015). Durante este proceso de deformackdn nuciear se encuentra involucrado ef
complejo conacior del clioesquelelo y &l nuciecesquelelo (LINC, define en inglés),
el cual también se ve afectado por la acumulacién de fibras de estrés, lo que
provoca una creciente tension fisica que colabora con la deformacion del nOdeo y
88 ha sugerdo que esta pérdida de la estruciura nudiear podia 8 su vez afectar
otros procesos como la transcoripcion y la traduccidn (Kanellos et al, 2015). De
hecho, existen estudios que demuestran la participacion de la coflina (CFL1) en
Procesos como & transcripadn (en comunio con a acting nudear, |a polimerasa |
y |a proteina ARP3) en donde el slencamiento de esta proteina desencadena una
pérdida de la actvidad transcripcional (Qbrdik & Percipalle., 2011, Kalendova et
al 2014).
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23. Acina,

Una de las moléculas mas importantes presentes en el cloplasma es
la actina, proteina que se encuentra en los 3 dominios de la naturaleza (Gunning,
ef af, 2015). Twne un peso de 42 kDa, posee 375 resducs altamente
CONSOvados, su estructira lerciana consiste en 4 subdominios que Juntos forman
los dominios: Largo o Intermno (Subdominio 3 y 4), y Corto 0 Externo (Subdominio 1
y 2). Estos subdominios a su vez participan en la formaciin de los extremos:
barbados (subdominio 1 y 3) y de punta (subdominio 2 y 4) de esta proleina
(Chhabra & dos Remedios., 2008). La Actina fue identificada en el afo de 1542
por Straub, quien reportd que puede estar presente en cos formas diferentes:
activa e inactiva, formas que Bempo despuds serian conocidas como acting
Globular y Flamentosa (Straub., 1943; Szent-Gybrgyl., 2004).

La polmerzacitn de G actina a F actina necasita de la hidrdlisis de ATP,
asl como de la unién de ADP a la actina, esie proceso requiere de cuatro pasos
conseculivos: activacion, nudieacion, alargamiento y alineamiento, durante los
cuales la actina pasa por una serie de procesos bioguimicos que le permien
estabilizar su carga, dsminuir su repulsién electrostética y adquirir un cambio
conformacional que favorezca la hidrdlisss de ATP, o que permite la agregacion de
mondmercs de actina al lado barbado del filamento de actina (Chhabra & dos
Remedics., 2008; Dominguez & Holmes., 2011; Kudryashov & Reisler. 2013;
Pollard., 2016). Sin embargo, nO siempre es necesana la presencia de
nucledtidos, ya que cuando la actina se encuentra en presencia de andlogos de
nucledtidos no hidrolizables, es capaz de formar flamentos de actna
(Cooke.,1975).

Esta proteina también se ha identiicado en el nicieo celdar y se ha

descrito que particpa en la activacion transcripcional de genes en respuesta a
déerentes estimulos (Sharll, of o), 2016, Vitanen & Vartanen, 2017)
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Adicdonalments, como resultado de diferentes estudios sabemos que la actina
participa activamente en el importe y exporie nuclear, en asociacdn con Cofilina
en complejo de importe y con Profilina para formar el complejo de exporie
(Percipalle., 2013).

24, Transpore Nuckear

El ndcleo es uno de los organelos més importantes para ka célula, y
requiere estar parcaimente aislado del resio de otros compartmentos celulares,
sin embargo se sabe que existe una gran comunicacidn entre el citoplasma y el
nicleo; el intercambio de diferentes tipos de moléculas entre el interior y of exterior
del nixieo requiere de un seleclo transpore que involucra la participacion de
proleinas receptoras (imporinas o, mportinas By exportinas), asi como de la
presencia de secuencas aminoacidicas especificas que identifican las moléculas
que deben entrar o salir (Ossareh-Nazari, ef &/, 2001; Freitas & Cunha, 2009),
a estas secuencias se le conooe como:

« Sefal de localizacion nuclear (NLS), que es una secuencias rica en

AaminoAckios basicos,

« Sefial de exporte nuclear (NES) que contiene una secuencia nca en
eucinas.

€1 transporte nuclear requiere pasoh través de ks complelos de poro
nuclear (NPC), 1o que necesita de la imeraccidn entre los complejos de impone o
exporte y las regiones ricas en fenilalanina-gicina (FG) presentes en los complejos
del poro nuciear (Freitas & Cunha., 2009). Las proteinas de los complejos de
importe 0 exporte se denominan receplores de transporte nucleccilopiasmatico y
perienecen a la siper familia de las Karioferinas que se divide en dos grupos Kapa
y Kap$ (Chook,, & Slel., 2011; Oka & Yoneda,, 2018).

Las a-importinas (Kapa) poseen tres dominios estructurales: un dominio de
N<erminal de importe (IBB), un dominio repetdo de tres hélices alfa conocido
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como ARM (Armacilic Repeat Proteins), y un dominio de unidn para faclor de
exporie (Oka & Yoneda., 2018). Las proteinas con dominios ARM no poseen gran
identidad de secuencia, sin embargo, la estructura secundaria y terciana es muy
similar entre allas (Pader, of af., 1994, Tewari, of &/, 2010). En los seres humancs
las a-importinas se dividen en tres subfamilias: a1, a2 y a3, dentro de las cuales
$e agrupan dferentes isoformas ce alfa importinas, que transportan cargas
especificas al nickeo (Pumroy & Cingolani , 2015). La funcitn de estas importinas
es la de servir como adapladores, ya que Senen ka capacidad de interactuar con
las secuencias de localzacon nuciear (NLS) presentes en otras protednas (por of
domino ARM) y con las B imporinas (por &l dominio 1BB), dando asi lugar a la via
cldsica de importe nudear (Pumroy & Cingolani., 2015).

El segundo grupo Kapf incluye a las B-importinas y las exportinas, que tienen
por funcion la interacccién con las regiones FG de los poros nucieares y con las
proteinas Ran (proteinas pequefias de union a GTP de la superfamilia Ras que
regulan procesos calulares como el transporte nucleccilopissmatico, la formacion
de envoltura nuciear y el ensamblaje del huso mitdtico (de Boor, S., et &l 2015)), lo
que facika el Yansporie de diferentes proteinas al interior o extencr del NOCkeo.
Estas proleinas constituyen una familia de proteinas con una masa molecular de
entre 90 y 145 kDa, punio isoeléctrico de entre 4.0 y 5.5, una baja identidad de
$ecuencia y como caracteristica sobresalente, dominics HEAT (Chook,, & Slel.,
2011). Es importante mencionar que las B importinas no siempre requieren de a
importinas, pues graclas a los dominios HEAT, que estructuralmente son muy
similares a los dominios ARM presentes en las alfa impoinas, pueden ineractuar
con otras proleinas y sus secuendcias de localzacién nuclear sin ka necesidad de
una alfa importna (Macara, 2001; Freitas & Cunha, 2009).

Ademdés de los complejos de proteinas ya mencionadas, la direccion del
transporte nuciear (que involucra la formacidn de complejos de importe y exporte)
depende de un gradiente asméltrico de GTPIGDP, y de la presencia de GTPasas
pequefias de la famila Ran y de sus respectivos factores intercambiadores y
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actvadores (Fretas & Cunha, 2009). Una vez que of compiao de importe pasa a
travéds del poro nuciear, interactia con RanGTP, (el cual se encuenira de manera
abundanie en of nickeo gracias a la accién de la proteina RCC1) esto genera en la
importina- un cambio conformacional que dsocia el complejo de impone y libera
la carga (Kalab & Heald, 2008). Asi mismo la unidn de RanGTP con la importina-f
da como resultado g formacidén del compleo de exporte, @l cual promueve la
salda de la importina-f3, asi como de cualquier proteing Que Posea UNa Secyuencia
NES (Ossareb-Nazan, of al, 2001; Macara, 2001). Una vez en el ctoplasma, la
desfosforilacion de RanGTP a RanGDP (debido a la presencia de RanGAP)
induce ka disociacidn del complejo de exporte y la respectiva liberacion de ks carga
(Kalab & Heald, 2008), Por su parte, la admportina sale del nGcieo al formar un
complejo con la proteing CAS (Csel en levaduras) de una manera RanGTP
dependiente (Ullman, of o, 1997). Tanto las exportinas como las proteinas CAS
reingresan al nickeo para Iniclar nuevamente un ciclo de exporie (Macara, 2001),

3 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

La presancia y translocacion de proteinas citoplasmaticas al nicleo es un
fendmeno que se ha descritio en afos recentes, se trata de un Proceso Que
depende de diferentes estimulos, tlene diferentes efecios en las células y se ha
asociado fuerements con transiocacidn de la actina en células eucariolas. Se ha
reportado que ka presencia de actina en of nicleo es capaz de inducir y polencar
la diferenciacion ostecgénica en células dervadas de médula dses, esle
fendmeno se consiguid mediante la despolimerizacion de filamentos de actina con
Citccalasina D, lo que incrementd la cantidad de actina giobular disponible para
entrar al nickeo, y repercutid on o aumenio de la actvidad del factor
transcripcional Rurn2, el cual es ol responsable de desancadenar el proceso de
déerenciaciin (Sen, et al, 2015). Resultados similares han sido cbservados en
céhias HeCaT, donde la disminucidn en la expresidn de s genes MYLY, ITGB1
y VCL (inmvolucrados en adhesidn y movilidad), ka alteracdn de las adhesiones
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focales y la pérdida de mowviidad celular se relaciond con un aumento en la
concentracién de actina en el nddeo (Sharil, of /., 2016).

Se ha establecido la importancia de la cofiina en el transporte nuclear,
debido a que el silenciamienio de esta proleina disminuye la acumulacitn de
actna en el nOdeo, ademas se e identificd en asodiacion con actina @ importina 9
medanie inmunoprecipitaciones (Dople, et al, 2012). Por oo lado, se ha
demostrado experimentalmente que al generar dafio en el DNA de células Hela y
HEK293T tratadas con Meti-metanosulionato se induce ka formacion de filamentos
de actina dentro del nicdleo, y que & silenciamienio de las proteinas P09 y CFL-1
(involucradas en el importe de actina al nddeo) asi como de Formin-2 (proteina
necesaria para la formacion de estos flamentos) disminuye la capacidad de
reparacion del dafo al ADN (Bedin, et &l 2015).

En Amoeba profeus, se demostrd que la actna se encuenta de manera
abundanie en &l niclkeo en forma globular formando parte de la cromating,
adiconalmente, medianie ensayos de microscopla confocal se idertficd la
presencia de flamenios de acting dentro del nicleo (Berdieva, et al., 2016). En E.
hislolytica se identificd que la proteina de union a actina ERNCABP166, con
actividad citoplasmitica, ademds de contar con miltiples dominios (CH, GBDIFM3,
BAG, BAR, PABC y bZIP), tenia una secuencia de localzacién nuclear que le
permitia entrar al nOdeo, lo cual se comprobd mediante inmunodeteccddn por
Western Biot y microscopia confocal (Campos-Pamra, et al, 2010).

La infomacidn disponible sobre el fendmeno de entrada de proteinas
citoplasmdticas al nicleo en E. hislolytica (y en general para la mayoria de
protistas) es escasa, poco se sabe de las proteinas que participan en el proceso
de translocacion o de los estimulos que desencadenan este proceso, razdn por la
cual es necasarnio comenzar con la caraclenzacion de la proleinas ciloplasmaticas
que pudieran estar involucradas en ¢l transporie nuclear en £, hisfoltica.
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4 JUSTIFICACION.

Numerosos estudios celulares en distintas linsas de invesSgacion,
han demostrado que la actividad bicldgica de &a cofilina, no se limita Gnicamente
a la actividad en ol citoplasma, y se ha demosirado ademds, que esta proleina
tiene la capacdad de entrar al nicleo en donde desempefia un papel importanie
en la homeostass celular. Sin embargo, actuaiments no existe suficiente

informacién en protozoarios con respecto al Fansporie de proleinas
citoplasmadticas, nl del papel que estas proteinas desempefian a nivel nuclear,

Debido a que E. hislolyica es un patdgeno de importancia dinica y

epidemioldgica para el ser humano, es importante iniclar la caracterizacién del
papel que desempedan las cofilinas en ol nicleo celular de este crganismo.

5 HIPOTESIS
£l nuclecprotedma de Entamoaba histolytica tene proteinas con domenos ADF,

6 OBJETIVOS.
6.1. General

Caracterizar la localzacién subceldar de las proleinas cofilinas en
Entamoeba histolytics.

6.2. Especificos:
6.2.1. Idantificar en & genoma de Entamoaba histohtica genes que

codfiquen para profteinas cofilinas y realizar andiisis in sifco
de estas proleinas,

https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679:48168663/print?locale=es Pagina 38 de 121



Pastor Gutiérrez Emilio.pdf 30/07/20 14:25

https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/0id:13679:48168663/print?locale=es Péagina 39 de 121



Pastor Gutiérrez Emilio.pdf 30/07/20 14:25

6.2.2. Generar anticuerpos especificos contra colilnas seleccionadas
de E. histolytica.

6.2.3. Cbservar la localizacion celular de |a coffinas seleccionadas.

7 MATERIALES Y METODOS.
7.1, Anaiisss in siico,

Medante los programas bicinformaticos listados en ka Tabla 1 se anallzaron
@ ideniificaron las proteinas cofiinas presentes en o genoma de E.

histolytica

Tadlal. Frogramas Blalsformitices conpleadon pars amalizar seceencha de proteinas

Programa o URL

w
Cemans
PLONT R
ean s
1 Wi [ erww cB0 $te A/ rorvicouWetNES/
N tnd Mg [ Vot 0 08 e £ 4o gy Lo f sl (g
loctgts Mg S genome weest et bgDl)
NES Ploder 0.2 Perpc S ressarch slonl YormerociabyNE -5 inder Stm
Niven T Tl erg e v e Wy
TONONS M Mopcora chr susel
PANDA AP R30I oA PANDAS
7.2 Cepas y Cultivo,
®rrofozoios de E histolytica cepa HMIIMSS se culivaron en medio TY)-S-33

suplementado con 10% de suero bovino (Diamond, et al., 1978).
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7.3. Purificacion de DNA.

Para obtener ADN gendmico se utilzaron 2 x 10° wrofozoitos de E
histolytica, 108 cuales 28 colectaron mediante centrifugacidn a 120 RCF duranie 10
min, posieriormente a pastiia se pulvenzo con la ayuda de un mortero y nitrdgeno
liquido y & Je agregd Bl de amoriguadar de lisis (Tris-HC! 200 mM pH 8.5, NaCl
200 mM, SDS 0.5 %, EDTA 25 mM, 1 mg/mi de proleinssa K) se mezcid y se
colocd a 65 *C por 30 min; posteriormente se hiceron allcuctas de 1 mil y se
cantrfugarcn 8 16,000 RCF durante 15 min, Se recuperd & sobrenadante y se
axtrajoQon fenck cloroformo: ailcohol iscamilico (24:24:1) y otra extraccién con
Cloroforma:Alcohol 1soamiiico (24:1). Posteriormente se recuperd el sobrenadanie
¥ 56 le agregd acetato de amonio § M 00 u de etancl absoluto y se incubd a -
20°C duramie 2 h. Despuds se cenlrifugd a 16,000 RCF por 15 min y |a pastils se
tavé con standl 8l 70% Re dejs secar y se agregs 50 W de agua a ta pastila pars
resuspendera. Adcionalmente se Incubd con un coctel de RNAsa T (Roche
109293) y RNAsa A1 (Reseach organic 12650-83) durante 45 min a 37C.

7.4 Disefo de Oligonuciedtidos.

A partr de los genes seleccionados sa disefaron olgonuciedtidos con la
finaldad de ampiificar el gen de interés para su respectiva clonacdn en pldsmidos
de mantenimienic y axpresion. A cada uno de os olgonuciedidos 5o e agregaron
sitios de restriccion diferentes con la fnalidad de drigir la nsercion del fragmenio
de interés (Tabla 2). Estos oligonuciedtidos se utilizaron para amplificar a partir de
ONA gentmico de £ Nsfahtica los genes de inlerds para su postencr uso y

Tabla 2 Oligoaeciodtdon ducfiadon para arsplificar los penes de inticods

CLOATOUAMA TG TTRAAMA TUCTATRAAG

EHI_J6S480  CAVGCTTAGTTTATTACATGAGAMETEOTE (L, 402 pb CoAC
CAmtrreade |
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CUTUO ACATGOOTGGAATTIO ANCTTGC
Fa EHLI9TSS0  GAAGCTTATTTTGAGATAGTTITETTACCTIAGE 427 pb Cof
1 et neernde! Hnos

A
s ohomn b wtin de revinockin d¢ onds couema

7.5. Reaccdon de PCR.

A partir de DNA gendémico de trofozoltos de £, hisfolytica se realizaron
reacciones en cadena de polimerasa (PCR) con amortiguador [2x], MgCl; [2 mM),
mezcla de DNTP's (dGTP.ATTP, dATP, dCTP) (25 mM), Cligonucledtdo en
sentido [1.25 mMI|, Oligonuciedtido antisentido [1.25 mM]. empleando las

TMLA SAGH s 5 dingrhca fus il crrpd 1 (LM |30 7480 e < &DFa= puara |ob Hotcinas
CoAC (EHI 164450y y COF (EHI_197450).

76. Produccion de las construcciones Topo! CoAC/PrSETC.CoAC y
Topo::COF/PrSETC.-COF,

Con los productos de PCR de 427 y 402 pb obltenidos a particr de la
ampificaciin de DNA gendmico de £ histolytica se realzd la ligackin de los
mismos an el vector TOPO 2.1 siguiendo Ias instrucciones del fabricante (Thamo
Fisher Scientific) De esta manera se generaron las construcciones TOPO::CoAC
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y TOPO::Col, Se comprobo que las construcciones tuvieran 10s genes de intenés a
traves de amplficacién de los mismos por PCR empleanodo las condiciones
descritas en la Tabla 3 y medante &a secuenciackin de las construcciones gracias
a los sitios sentido y antisantio M13 presentes en &l vecior. Una vez comprobadas
las construcciones se purificaron mediante exiraccidn Fenol-Cloroformo y se
procedid a lberar los fragmentos correspondientes al utikzar las enzimas de
resiriccidn especificas para cada gen (Tabla 2); 5@ preparo una reaccion Ggestion
Que consisitid en .5 wl de cada una de |as enzimas de restriccdn (Thermo Fisher
Sdentific), Tango Buffer [1x] (Thermo Fisher Scientific), ADN [1ug ] v agua, la
reaccitn de restriccitn se levo a cabo a 37°C durante 60 minutos, Finalmente los
productos liberados se Sgaron en & vector de expresion pRSETC, generando de
esta forma las construcciones pRSETC::CoACp y pRSETC-Cofdm.

7.7. Células competentes E. col Top 10F y BL21 (DE3) p-LysS.

Se realzd un culivo en medio LB (Triptona 1%, glucesa 0.2%, Extracio de
levadura 0.5, NaCl 0.55) en agiacidn constante a 37 °C toda la noche de las
cepas de E. coll (Top 10F 0 BL21 (DE3J) p-LysS). Al dia sigulente se inocularon 5
mi del culivo en 10901 de medio LB fresco ¥ 6 mantuvo en agitacion a 37 °C
hasta alcanzar una D.0.e de 0.5. Posteriormente las baclerias se empastilaron a
12,100 RCF por 10 min, se resuspendd la pastila cbienida en 1 mi de CaCl; [50
mM] y se dejaron incubando en hielo durante 20 min.

7.8. Transformaciin de células competentes E. coll Top 10F 'y BL21 (DE3) pLysS.,

A las construcciones pRSETC-CoAC y pRSETC::Cof se les agregaron 100
pl de céiulas competenties y se dejaron incubando en higlio durante 20 min,
Postesomente se incubaron a 37 *C durante 5 min y & colocaron én hielo una
vez mds por 2 min; terminado este periodo, se les agregd@ mi de medio LB sin
antibiético y se dejaron incubando a 37 *C durante 40 min. Finalizado el iempo de
incubacion, las células se centrifugaron a 735 RCF por 6 min, se decand el
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sobrenadante dejando aproxdmadamente 100 yl de medio para resuspender la

pastila. Finalmente se dispensaron las bacterias en placas de LB-Ampiclina [S0
"l ¥ 50 Incubaron 18 ha 37 *C.

7.9. Produccdn de las proleinas recombinantes CoAC (EMI_164480) y COF
(EHI_197480)

A partir de las construcciones PYSETC:.CoAC y PrSETC:.COF y medianie
el uso de céiulas competentes BL21 (DE3)p-LysS se Induo la expresidn de las
proteinas CoAC (EM_164450) y Cof (EHI_197480). Se dejo un cultivo de células
transformantes BL21 (DE3)p-LysS en medio de cultivo (Medio LB-Ampidilina [S0
“wl) durante toda la noche a 37°C, al dia siguente se coloco 15 mi de cultivo
inoculado en S00 ml de medio LB-Ampicilina [50 "/, fresco y se dejo incubar
nuevamente hasta alcanzar una DOy de 610 (de 3 a § hrs). Una vez
alcanzada l1a DOwye se incubaron los medios de cultives con IPTG [1 mM) durante
150 minutos. Las células se colectaron por centrifugacidn (12,100 RCF durante 10
min) y se utilizaron para ka purificacdn de las proteinas recombinantes.

7.10. Purificacién de lkas proleinas recombinantes CoAC y COF

Medante uso de cromatografia de afinidad, las proteinas recombinantes
CoAC y COF fueron purificadas a partr de exiracios proteinicos totales obtenidos
de cultivos de células BL21 (DE3) p-LysS transformadas con las construcciones
de imerés, Las células recolectadas por cantrifugacion (12,100 RCF durante 10
min) se re suspendieron erokucian de lisis (50 mM de Tris-HCI pH 8.5, 10 mM de
2-Mercaptoetanol, 1TmM de PMSF) previamente enfriada en una relacion peso /
volumen de 14, La solucidn de lisis se coloco en hielo duramie 10 minutos y
posteriormente las céiulas se lisaron mediante sonicacion (frecuencia de 90 kHz) a
traves de rafagas cortas de 60 segundos seguidas de intervalos de enfriamiento
de 3 minutos, este procaso se repitid hasta lograr clariicar ka solucion de lisis,
Posteriormente se centrifugo la soluddn de lisis a 12,100 RCF durante 10 minutos
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y 5o tansfrid ol sobrenadante & una columna con resina NI-NTA (Qiagen)
previamenie equilbrada con solucdn A (20mM de Tris-HCI pH 8.5, 100mM KCI,
20 mM de imidazol, 10mM de 2-Mercaptoetanal, 10% (wv) de glicero) R una
velocidad cde flujo de 05 ml / min Las proteinas bacterianas unidas
inespecificamente a la columna se eliminaron medanie lavados secuenciales que
consistaron en diez volimenes de solucikin A, ocho volimenes de solucidn B
(20mM deStris-HCI pH 8.5, 1 M KCI, 10mM de 2-Mercaptoetanol, 10% (wv) de
gicerol) y dos volimenes de solucdn A La proteinas recombinantes que posedan
la etiqueta de poll histidina se eluyeron selectivamente con 10 volimenes de
solucidn C (20mM de Tris-HCI pH 8.5, 100mM KC1, 500 mM de Imidazol, 10mM de
2-Mercaptoetanol, 10% (viv) de glicerol). Finaimente se cuantificd la cantidad de
proteina oblenda a partr de los eluidos y se comid un gel desnaturaizante de
poliacrilamida al 15% para obsarvar la inlegridad de la proteina. Los eluidos se

pasaron una segunda vez por la columna Ni-NTA (Qiagen) para asegurar su
pureza y se almacenaron a -72 *C hasta su uso.

7.11. Extraccién de proteinas totales a partir de trofozolios de £ histolytica
empleando el reactivo TRizol.

A partir de cultivos de £ hislolytica se extrajeron protelnas siguiendo las
recomendaciones del fabrcante (Themo Fisher Scientific). En%ww
de 1.5 ml impio se agregd B00 Pl de reactivo de TRLzol por cada 5 x 10° - 3 x 10
trofozoitos, los tubos e mezclaron por inversidn y se centrifugaron durante 10 min
a 16,000 RCF. Posteriormente el scbrenadante se ransfirid a oo Wwbo Eppendor!
de 1.5 mi con ayuda de una micropipeta, y se agregaron 1.5 ml de isopropanol por
cada 1 mi de mactvo de TRIzol, se mezcid por inversion y se dejd incubando por
10 min. Una vez cumplido el iempo, kas muestras se centrifugaron durante 10 min
a 13,800 RCF; el sobrenadante se descartd y las passilas se lavaron dos veces al
dejarse incubar durante 20 min con 2 mi buffer de lavado (Hidrocloruro de
Guanidina [0.3 M), Etancl [95 %]) por cada 1 ml de reactivo de TRIzol Las
muestras se centrifugaron durante 5 min a 8,160 RCF, después de cada lavado
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s@ les agregd 2 mi de Etanol [100 %] por cada millitro de TRizol Se dejaron
incubar durante 20 min, se centrifugaron durante S min a 8,160 RCF, se desachd
ol scbrenadante y se dejaron secar por 10 min. Para resuspender las passtilas de
proleings se agregaron 200 i de SDS [1 %) y se incubaron a S0 °C,
posteciormente se colocaron en agitador Vérex durante 1 min, Este proceso se

reptid hasta conseguir soDzar la pastila co proteinas.

7.12. Cuantificacion de Proteinas

Se cuantificaron las proteinas tolales oblenidas a través de la purificacion
por cromalografia de afinidad (columna de niquel) o mediante TRizol. La
cuantificacion se realzd mediante Dot biot, 8 través del uso de membranas de
ntroceldosa sobre fas cuales se dispensd 1 wl de las muestras obtenkdas, asl
como de una curva estandarizada de albamina (019 "/, - 2.5 ") que sirvio
como referencia para determinar la cantidad de proteina presente en cada
muestra Se empled Negro Amida (Amido Black 0.25 %, MeOH 45 %, H,0 45 %,
#cido acético 10 %) para revelar.

7.13. Obtencidn de anticuernpos policionales CoAc (Ant-CoAC) y COF (Anti-COF)

A partir de los eluicos de kas proteinas recomdinantes CoAC y Cof se indujo
la produccion de anlticuerpos policionales en ralones hembras BALB/C de 4
somanas de vida. Para intensficar la respuesta inmune se empled como
adyuwante TilerMAX (Sigma-Aldrich), ¥ se utlizaron [SO *9/] de las proteinas
recombinanies para hacer las inoculaciones, wllizando el esguema de
Inmunizacién de a tabla 4,

Tabla 4. Faguoma de mmumizacion corpleado deranis la produccide & los saticeerpos policlonales

Muestra Oblenada

0 O s9ero pee- (nmaune 200 pl.
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Primera moswlacion

Obtencidn seero pams titelar 200 4l

7.14, Electroforesis @ inmunotransferencia,

Las proteinas oblenidas de £ hislolytica se separaron mediante geles de
polacrilamida-SDS al 15% (Gel separador: acrilamida [12 %] bis-acriamida [0.216
xﬂmmsm:mausosp.i%Lmamp.oesmy
TEMED [0.08 %)]. Gel concentrador: acriamida {5 %) bis-acrilamida  [0.090 %),
Tris-HGL (500 mM / pH 8.8), Tris-HC! [104GhM 1 pHE.8] SOS [0.083 %), persulfato
de amonio [0.062 %) y TEMED [0.0375 %)). Las proteinas se corrieron a 80 voltios
mmmwmmm—uuc-n.mmmmamﬂmm
mM], gicina (150 mM] y SDS [0.1%]). Posterior a 1a separacidn, ias proteinas 5o
transfideron 8 membranas de nitrocelulosa, mediante el sisterma Mini-Protean
(BioRad). Como anticuerpo primario se utilzaron anticuerpos anticuerpos anth
hisidnas (Santa Cnz Biotechnology) [Glucitn 1:1000), ans-CoAC y Ang-COF
[diucén 1:100] gue se dejaron incubando duranle todoa la noche, como
anticuerpos secundarios se emplearon anticuerpos ant-igG de mtdn acopiados a
fosfatasa alcaling [dlucion 1:5000], mismos que 56 incubarcn durante 60 minulos;
los anticuerpos se diluyeron en solucion TBST (150 mM de NaCl, 2.7%M de KCI,
20 mM de Tris base y 0.1% (wV) de Tween 20), misma que tamblen se empleo
para lavar la membrana es veces enlre cada anticuernpo, Para bevar a cabo 18
inmunodetecodn se preparo solucdn reveladora la cual consistio en 500 pl de
BT (Nitroblue Tetrazolkum Chiceide / BioRad) y 500 14 de BCIP (5-Bromo-4-Cloro-
3 doldoslato / BioRad) diuidos en 9 mi de agua, la membrana 56 Gajo incubar con
la solucion reveladora hasta detectetar sefial y para detener la reaccion se lavo la
membrana conagua destiada y se dejo secar.

7.15. Purtficaddn de Proteinas Nucleares
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Se obtuvo 1a fraccién de proteinas nucieares de trofozolios de £. stolytice
siguendo el protocok descrito por Scheiber, et al.. (1989), con algunas
modficaciones. Trofozolos (2 x 10") con 48 h de crecimiento se cosecharon al
colocarse en hielo durante 5 min (con a fnalidad de despegaros del tWwbo), se
centrifugaron a 125 RCF por 5 min a 4 °C y se les realizaron dos lavados con PBS
entre cada centrifugacidn, Posteriormente las células se resuspendieron en
somcion A" tria TUEPES 10 mM, pH 7.9, MgCl, 1.5 mM, KCL 10 mM, DTT 05
mM) en presencia de inhibidor de proleasa [1X] y se lisaron hipoldnicamente al ser
Incubados durante 20 min a 4 *C con 1% de NP-40, La Integridad nuciear se
montored mediante microscopia Opica. Posterior 8 esto, las muestras e
centrfugaron a 20000 RCF durante 15 min a 4 *C. Bl sobrenadante (que
comesponde a la fraccidn citoplasmatica) se desechd y los nicieos (contenkios en
la pastila) se resuspaendseron en 50 yl de solucién "B (HEPES 20 mM, pH7 9,
NaCL; 20%M, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 0.5 mM) y s incubaron por 40 min
04'Conm\dodokmaml1xtonpunq‘ma
20,000 RFC durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante oblenido, que corresponde a
la proteinas presentes en la fraccién nudear, se recolectd y se almacend a -72 °C
hasta su uso.

7.16. Ensayos de Inmunoflucrescencia.

Trofozoitos (3 x 10°) se incubaron en 200 pl de medio TYI-S-33 completo
sobre cubreobjetos de vidrio por un pericdo de 10 min. Las lamindlas se Sjaron con
Paraformaidehico [4 %] durante 60 min a 37 °C, se permeabiizaron con Tritdn X-
100 [0.02%) duranie 2 min y se bloquearon con Suero Fetal Bovino al [10 %)
durante 60 min. Posterior a esto se incubaron con los anticuerpos primanos Ant-
CoAC y Anti-Cof en una dilucidn 1:100 durante 1 h y finaimente s@ MAarcarncn con
un anticuerpo anti-igG de raldn acoplado a fuorocromo (Cabra FITC) por 1 h. Se
utiizo VECTASHIELD con DAPI (Vector Laboratores) para marcar el nucelo
celuar. Para los ensayos de inleraccion con fibronecing, 3x10* trofozoitos de E.
histohytica se dejaron incubando durante 60 minulos en cubre objelos con
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foronecting [100 pg/if]. Las laminilas s¢ observaron en un microscopo Condocal
Zeiss LSM 700.

8 RESULTADOS.

8.1 E higlolytica tene 10 proteinas Coflinas en su genoma.

Con la finalidad de conocer cudrtas proleinas con dominios ADF se
encuentran presenies en of genoma de £ MNsfolyfice se realizd una bdsqueda
utiizando la base de datos Amoeba DB (12ps ((amoebadd org/amoeba/), mediante
la cual se identificaron 10 proteinas con dominios ADF. Las secuencias de eslos
Qenes $o JoSCargaron y s analzaron en bisqueda de secuencias do exporne ¢
imporie nuclear, asi como la posible presenca de algin otro tipo de dominio
(Tabla 7). Es mportante mencionar que se reallzd of mismo andisis para las
projeinas de E Mslolytica Importina 9. Profiina y Exporting 6, proleinas
indispensables para o fransporie nuclear (Treisman,, 2013) (Anexo 1)

Bl andisis de s proteinas identificadas mostrd que s proteinags
EHI_164480 y ER_092320 presentaron una identicad del 99% debsdo a que solo
existe un cambio de una sola base entre ambos genes (Figura 1) o que genera of
cambio de un solo aminodcido en la posicion 25 en a secuenca de ambas
proteinas (Figura 2) por o cual se concluyo que E. histolytica Sene 9 proteinas
cofiinas diferentes.
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S0 realzd ademas un alneamiento muliple entre las 10 proteinas cofilinas,
el cual demostrd que entre elias existe una dentdad menor al 38% (Tabla S y
Figura 3). Adiconalmente se analzd la simiitud que estas proteinas Senen con la
projeina homdioga de humano CFL-1, y sorprendentementa, s porcaniajes de
identidad resultaron menores al 20% para todas la proteinas, excepto para la
proteina codificada por of gen EH_197480 que tuvo un 29% de identicad con su
proleina homologa CFL-1 (Tabla 6),

TAMA 5 Mestuded fe lin 38 protesnes coflinm de Entamochs Atolytioe Porcesine de werddad renltado
ton of grogreme Ohimers de Mo 30 groteinm cofieus de Ertemorte Milahine (omo puode sbterverse of
posteriage de wderidad evtre b proteine D9 092500 v D 164450 ¢ e 9%
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A partir de una base de datos generada en el kaboratorio, luego de un
exienso andisis bibllografico, se compararon y analizaron as proteénas coflinas
identificadas an el genoma de E histolytica lomando en cuenta su identificaciin
por dferentes mélodos protedmicos, su ubicacidn celular, su asociacidn a
déerentes prooesos biologicos y 0s resultacos de los andlsis in siico realzados
en este proyecto con 0 que 56 género 1 Tabia 7, en la cual se resume |8
presancia 0 usencia de secuencias de localizacidn y exporte nudear, los dominios
proteicos identficados, asl como los compartimientos y procesos celulares en los
que se han reportado a las coflinas de £ histolytica. Como se& puede observar |a
blisqueda de otros dominios, mostrd que Gnicamente |a proteina codificada por el
gen EHI_054800 tene un dominio SH3 adicional al dominio ADF caracteristico de
es1as proleinas ademds identificamos sacuencias de exporte nucear (NES) en 4
cofinas codificadas por los genes EMI 118750, EMI_ 152990, EMI_164480 y
EHI_ 092320 (Tabla 7 y Anexo 1C). Desafortunadamente, on este Yabajo no se
PUdo eNconirar ninguNa secuencia de localizacion nuciear (NLS) dasica en las

TABA & Wentndad de Lot 33 proteinm cofilinas e (nfemards AiotyDoe v 1o prodeing CFL 1 & hamase
Pt iertam O Serllad resliad) (0n o prigimd (havedy evire B0 10 gnitenin (linat o [A0emprte
NN § S ORERa Ramoiogs o8 Sumangs COFL-1 11 powoentade de Miertiiad 84 300 cormespands » b
Proteina (oSfcads ot o g T IPNED 08 TYN) v 00 porcentaies mds DA Ccomesponden 3 s protene
CORCAEn pov Ton peves TAL TEME0 (0 TON) v £ 105840 (7 755
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proeinas cofiinas a pesar de haber Uliizado 5 programas dferentss para su
bisqueda (Anexo 2) y resulta importanie mencionar que se ha reportado que la
proteina CFL-1 de humano sl posee NLS (lida et al, 1592; Munsio., et at 2012)

“
H
“
H
“
H

TABLA T Antindy o siun de los prateinas Coftnes de Totamantn Mtaiptns. S Surdes @ prestscs & M MY
rome o resemen vblogriton de e rompertemierdon § PUTIe Ccrbderr e ol gue v prateingy Cofinan han wdo
CortFcaden » Towr 0o Shererten e votademcon [ w030 W A i proteaun wiecoorada. | agstve o
Annstie. [#) Poslive & Prmsasin. ML Sedueniis B0 Laalasodn Nedeer. MIS Sesends @ Tapirte Nl
Pag Trtre Pagwotonn su (riveaies Fag/Perien Tagecisis de perien Com A Comcampvelins A For/Sew Convevein
Secrecite.

A partir de la Tabla 7 s proleinas codificadas por los genes EMI_164480 y
ENI_197480 se seleccionaron para la siguiente fase de este trabajo con base en

* Los andisis por proleomica revisados en nuestra base de dalos
bblcgrdfica Indcan que ambas proteinas se ubican y desempefian
actvidades cferantes en £, histolytca (Tabla 7).

* El porcentaje de identidad entre la Coflina codificada por el gen
EHN_197450 y CFL-1 es &l mas alto entre todas kas cofiinas (Tabla 6).

* El porcentaje de Identidad entre las proleinas codificadas por los genes
EMI_164450 y EMI_197480 es ded 12.20% (Tabla 5) que es uno de los més
bajos entre las 10 coffinas.

8.2. Generacitn de las Construcciones Topo: CoAC / PrSETC:.CaAC y Topo::.COF
/PrSETC..COF
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Con la finalidad de conlar con una heramienta para la deleccion de las
proteinas seleccionadas en 05 ensayos a realzar, se considend proritaro produck
anticverpos policionales contra cada una de las proleinas selecconadas. Para
alcanzar este objetivo, primero se disefiaron olgonudedtidos (Tabla 2) que se
utiizaron para ampificar mediante PCR de punto final of gen de interés de cada
proteina (Figura 4A y 4B). Es mportanie mendconar que para abreviar y facilitar ol
trabajo se denomind como CoAC a la proteina codiicada por el gen EMI_ 164480 y
como COF a la proteina codificada por el gen EHI_197480. Postenormente los
productos de PCR sa purificaron y cada uno se ligd en el vector de mantenimientio
lincarizado TOPO 2.1 generando de esta forma las construcciones Topo::CaAC y
Topo::COF, que se wilizaron para transformar células £ coll DHS, quimio-
competentes y posleriormente, las células transformadas se seleccionaron con
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FIGURA & Amgificackin de los penes EN 164400 v IV IS0 en L. Matolytion. Com ko
ohgonuciedtition Saefades [Table 1) se ampifcaron & partr de DNA gerdemcn e £ Madotytion kn
ooy W0 260880 v W0 2RNGED A} Avpifiads el gen M DEOLED [CAAL) 00w s espeiadd
G 2000 B) ArpAfcado ded pen TV DRND (COF) com un P Mpeado de £17p8., Casvilen: ()
Control Negativo de ampificacion. (1) Ampificada

Las posibles colonias que pudieran albergar las construcciones se
confirmaron mediante PCR de colonia, se crecieron en cultivo y a partir de éslos,
se maikzd una purificacidn plasmidica por Isis alcalina, Una vez obtenidos los
pldsmidos, nuevamente se corrobord mediante secuencacdn y mediante el
alneamientio con sus respectivas secuencas on ia base de dalos del genoma de
E. histolySca que tuvieran los genes de nuestro intenés (Figura SA y 5B). Con las
construcciones comgrobadas, se realizd nuevamenie una restriccion enzimdtica
con la finalidad de Aberar los genes que codfican para las proteinas CoAC y COF,
ligéndoics ahora en el vecior de expresidn pRSETC previamente linearizado. Se
produjeron de esta forma las construccones pRSETC:CoAC y pRSETC:COF,
mismas que fueron comprobadas una vez mas por PCR y por restriccén (Figura
6Ay68)
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Adiconaiments, se consilerd importanie realzar un ensayo preeliminas
para probar s existia alguna diferenca transcripcional entre los genes
EHI_164480 y EHI_197480, por o que se evaluaron semicuanttativamente los
niveles de los RNA mensapros de @sios genes a panik de cONA oblenido en
dferentes periodos de Sempo (6, 12 y 24 h) de cultivos asincronicos de E.
histolytica. Como control de carga se wilizd al gen constitutive gapdah, que ademas
sinid para establecer s valores densitomélricos de expresidon que e
consideraron normales en los diferentes intervalos de tiempo. De manera similar a
los resultados de la Tabla 7, los genes que codifican para estas proteinas
presentan diferentes perfies de expresidn, o cual podria tener relacidon con el
proceso fisiclégico en que se encuentra este pardsito, debido a que existe una
caida en ol nivel ded mensajero de CoAC a las 6 h, mientras que s niveles del
mensajero de COF no parecen lener cambios drésScos durante ninguno de los
periodos de tiempo evaluados (Figura 7TA y 78).
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8.3 Oblencién de Anticuerpos Polcionales para CoAC y COF,

Se indujo la produccidn de las proleinas CoAC y COF recombinantes al
transformar las construcciones pRSETC::CoAC y pRSETC..COF en cepas de E.
coll BL21 (DE3)p-LysS y se purificaron mediante cromatografia de afinkdad a
nM;manmdoomyMbnawoam
una electroforesis proldica en condiciones desnaturalizantes (gel de
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polacrilamida-SOS al 15 %) para evaluar ol estado de la punficacion y de las
projeinas. Se logro purificar a las proteinas recombinanies en el peso esperado:
19 kDa para &a proteina CoAC (Figura 8) y 20 kDa para la proteina COF (Figura 9).
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Para compeodbar que las proteinas punficadas fueran las de nlerds para
este estudio, se realizon ensiyo de Wastam Biot con &l objetivo de identificar s
etiqueta de histcinas do las profeinas recombinantes, para este ensayo se realizo
una electroforesis proldica en  condiciones desnaturalizantes (gel de
poliacrilamida-SDS & 15 %) y una inmunotransferencisa a membranas de
NErocelfosa, Para esle ensayo se emplearon anticuenpos anti-hisidinas en una
diucion 1:1000 y para revelar se emplearon anticuerpos ang-igG de raton
acoplados a fosfata alcalng a una diucién 1:5000. Como se puede observarse en
la Figura 10A y 108 detectamos sefial en ol peso esperado para cada una de las
proleinas recombinantes (19 kDa para la proleina CoAC y 20 kDa para |a proledna
COF). Una vez comprobada la purificacion de las proteinas, se inickd con la
produccion de anticuerpos policionales empleando ratones hembras BALBL y
siguiendo el esquema de inmurizacidn de la Tabla 4.

WA M I -

A

RGURA 10: Las proteings recombinantes purificadas Senen stigestas de histiding. frasygo de
Weshern S0 3 0071r S Mn ehuithirt Obtenidos Surante b surlicacdn de s proteing Cod y COF
Wildends micunipon conirs B stigoris O Mabidnin. A) Budes de o poielwe Coal
I 1644800, B) Dicidos de La proneing COF (1A 1970A0)
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Una vez completado ol esquema de inmunizacion, se obluvd & suero
inmune y se evalud la eficiencia de detecadn de los anlicuerpos, empleando 4
déerentes diuciones: 1:100, 1:1000,1:5000 y 1:10000, la cuales detectaron a las
proleinas recombinantes en el peso esperaco (Figura 11).

0 e
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o a Fremesee, B 1500, & 11000, ¢ 15000, 1 190000

Posteriormente se evalud su capacdad para identiicar a la proteina nativa
en exiracios iotales de £, Msfolyfica utiizando los anScuerpos en una diucidn de
1:100. Es imponante resaltar qué para este ensayo, debido a que se trataba de
proleinas silvestres (que no Senen una ebigueta de histidinas) se esperaba un
reconocimianto en un peso aproximado de 15 kDa para ambas proteinas, Como
puede apreciarse en s Figuras 12A y 128, los anticuerpos fueron capaces de
reconocer una banda del peso esperado, o que sugiere que se trata de las
proteinas de interés,
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8.4 Localizacdin suboeiudar de las proteina CoAC y COF.

Una vez que se corrobord la funcionalidad de los anticuenpos producidos
para identiicar a las proteinas natvas, se realizaron ensayos de
inmunofiucrescencia con cultives asincrénicos de £ hisfolytica, Para esios
ansayos, Onicamente se fiaron los trofozoitos con paraformaldehido (4 %] duranie
60 min y se dejaron incubando con cada anticuerpo (prmarko y secundario)
durante S0 min, Para marcar of nideo se utlizd Vectashield con Dapi,

Las imégenas oblanidas por microscopia confocal demuestran gue ambas
profeinas se localizan en el ctoplasma de E. hislolytica (Figura 13 y 14). Resulta
inmeresante obsernvir que fa sefal de la proteina CoAC se concantra con mayor
intensidad en puntos especificos dentro del ciloplasma (Figuras 13A y 138) a
déerencia de lo que sucede con la proteina COF en la que no se observan punios
Y qQue parece tener una distrbucidin méas uniforme concentrandose con mayor
intencidad en la periferia de las parssitos (Figura 14). Adcionalmente se considerd
importante determinar y comroborar sl las proteinas CoAC y COF se encontraban
en la perferia do 18 membrana celular, Para lograr este objetvo se utlizaron
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rofozoitos sin permeablizar, Como e puede apreciar en la Figuras 15 5@ detectd
marca en la periferia de la membrana clioplasmdltica, para ol caso de la proledna
CoAC (EH!_164480) so observd una distnbucdn puntforme en la figura 15 A
Mientas que para la proteina COF se declecto una distribucion en forma de
“‘parches” (Figura 15 B)
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PGURA 15 Las proteings Coll y COF w localizan sn & periferia de s mambrans colulr en £ Mstolytion. Se
obotred B DOt cebulir 6¢ s proteine CoAl y COF en Urofoealon mo permesbiiisdon e £ Atohive
o Sgera Aw detecad rusvaments 3 9 proteing CoAl en setructurss puntformes. B b fgura B w confrma
ove b proteng COF s D0dhan on b periiera de' yolouain

Por Gitimo se decidid evaluar sl un estimulo con fronecting seria capaz de
desencadenar la aparicidn de mas estruciuras de Cofllina en el cloplasma. Para
esie ensayo se dejd inleractuar trofozolios de £ histolytica con fibronectina
durante 1 h. Para @l caso de la proteina CoAC no 50 dentifico alleracidn aparentie
en la cantdad o localizacion de esta proteina (Figura 16A) en cambio. En cambio
so observo una concentracién de la proleina en algunos pseuddpodos (Figura
168) sugriendo que esta proleina puede participar on la remodelacon de la
membrana cedular
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CoAC (EMI_164480) COF (ENI_197480)

MGURA 16 Trofcooton de Eatomorda Mitolyeos stimvelados con Seanecting. Se determnd & un e mulo con
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8.5 La proteina COF s& identificd medante WB y Espectromelria de Masas en la
Fracodn Nuclear de Endamoaba hislolytca

Debido al interés ded Laboralono por comenzar con & descripcion del
transpocie nuclear en E. hislolytica, se deadid inicar con ka caracterizacikin del
prolecma presents en las racciones nucisares de este parasito, Para consegur
esle objetivo se separd el contenido protéico de los rofozollos en dos fracciones
una nuclear y obtra citoplasmatca

Las fraccones nucleares se analizaron mediante espectromelria de masas
MALDI-TOF, los resultados se procesaron y @ partr de ellos se generd una tabla
(ANEXO 3) en donde se clasiican a las proleings en 13 catlegorias con base en su
funcién celular (Figura 18). Es importante mencionar que deniro de ka categoria de
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las proteinas dol ciloesqueleto se encontraron 1as proteinas de  Actina
(EMI_107290, EMI_164430, EMI_198930) y 4 de las O proteinas Cofilinas
identificadas en ol andisis in silico (EMI_197480, EH)_ 168340, EMI_ 186770 y
EHI_186540). Hasta donde 88 inmvestigd, nuestro laboratono es el primer grupo de
Investigacion en inicar of estudio del nudeoprotedma de E. Mstolytica.

Debido a la identificacion de ka proleina COF (EHT_197480) en |8 fraccin
nuclear mediante espectrometria de masas, se decidid corroborar eslos resultados
empieando los anticuerpos producidos para identificar a la proteina COF en
WCWym.mewumquﬁ)aM
COF se encuentra tanto en el nideo como en el dicplasma (Figura 17A). Donde
$o detectaron 0585 proteinas Como control para evaluar la pureza de las
fractiones proteinicas del pardsito se emplearon anticuenpos contra Histona H1
para &a fraccién nuclear y Paxilina para la fraccidn cioplasmdtica donde se
detectaron eslas proteinas unicamenie en las fracciones comespondientes (Figura
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178).
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9 DISCUSION

Las peroteinas Cofilings, se encuentran ampliamente dstribuidas en la
naturaleza y deniro de su secuencia de aminodcidos se encuentra un dominio
ADF (actindepolymerizing factor) el cual le permite a la proteina contribur a la
polimenzaciin y despoimernzacidn de los flamentos de acting, participando de
esla manera en la remodelacdn del coesgueleto (Bamburg & Bemstein., 2010).
Para nuestro laboratorio es de interés iniciar |a caracterzacion de este tipo de
proleinas en E. histolytice debido a que e ha descrilo que s puaden lransiocar al
nicleo (Abe, et al, 1893) y se han identificado como colsboradores en la
activacidn transcripcional de certos genes (Obediik & Percipalle., 2011), participan
en la respuesta &l estrés calular (Pendleton, et al, 2003. Munsie, et al, 2012),
cooperan en a estructuracién del nddeo (Fukul & Katsumanu,, 1980) y son parie
importanie de &a maquinaria de transiocacion nudiear (Miyamoto & Gurdon,, 2013;
Virtanen & Vartiainen., 2017),

Puesto que en 1a literabra no axiste referenca alguna sobre o Yanspone
nuclear de E. histolytica, se deddd comenzar con I8 caracterizacidn e
identificackn de cofilinas capaces de entrar en o nicleo colular. A partir del
andiisis In sico se seleccionaron a las proteinas codificadas por los genes
ENI_164480 y EMI_197480 (CoAC y COF respectivamenie) debido a que ambas
profeinas han sido identificadas mediante dferentes meftodos protedmicos en
actvidades y ubicaciones diferentes (Tabla 7). En este trabap se encontrd
diferencia a nivel de transcriptoma para las transcrilos de CoAC y COF (Figura 7 A
y 7 B), lo que podria Indcar & existenca de una reguiacién transcripcional
diferents entre ambos genes, la cual parece estar relacionada con 1as horas del
culivo y por ko 1anto con su crecimiento. En esta direccion se ha reportado que la
expresidn de cofilina estd relacionada con la migracikdn celular (Yamaguchi &
Condeelis., 2007, Popow-Wozniak, et al, 2012) y s0 ha descrito que la expresidn
de proteinas con dominios ADF es inversamente proporcional a la cantidad de
acting globular disponbie on la célula (Mnamide, ot al,, 1997). Por tanto, se puede
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hipotetzar que tanto la expresion, como la funcidn de ambas proteinas podria
estar asociada a dferentes procesos biolégicos en el pardsio.

Debido 8 que las proteina CoAC y COF poseen dominics ADF es logico
pensar que se distribuyan por el ciloplasma, participando de esta forma en el
constante remodelamiento de los flamentos de actina (Paaviainen, ot al,, 2004)
permitienco asi ka rapida reestructuracidn del citoplasma y la membrana celular,
Gracias a la base de dalos bibliogrificos generada en el Laboratorio, se pudo
comprobar que la proteina COF (EMI_197480) se localza en ¢l ciioplasma y en la
membrana celular (Tabla 7) tal y como se puede aprecar en la figura 14, en donde
la sefial de la proteina se distribuye de manera unforme por fodo el ciloplasma
concentrandose con mayor inlencidad en la perifena cellar. Este resultado es
similar al reportado por Kumar, et al., (2014), quienes caraclerizaron a otra
profeina con domino ADF (Coactosina, EM/_168340), la cual, ademds de
distribuirse en el citoplasma y en la periferia de la membrana celular, co-localiza
con la sefal de actina. Por otro lado, los resultados de la proteina CoAC
(EMI_164480) demuestran que ademds de distribuirse por el ctoplasma se
concentra en focos especificos (Figura 13 A y 13 B), simiar a los parches de
actina identficados en S. cerovisiae que sirven como centros de remodelacidn
para los Slamentos de actina (Lappalainen & Drubin., 1997). Los resultados
sugleren que los punics e mayor tamafo cbservados en la figura 13 B podrian
ser focos de adhesion en donde el trofozolio ha establecido contacto con la
superfice del cubre cbjetos de manera similar a los descritos por Vazguez, et al,,
1995, Ademds, se dentficaron olros punics de menor lamafo dentro del
citoplasma (Figura 13 A), que son similares a los “Actin Dof ke structures”, los
cuales son estruchras que han sido descritas en o¥os trabajos y cuya ublcackn
ha sdo reportada como ventral en las ambas (Grebecka, et al., 1997, Manich, et
al, 2018). Estos “Actin Dot ke struclures” son pare importante de los
invadosomas, estructuras que dependen de la proteina Rab21 para formarse
(Emmanuel, et &, 2015), y que se caractenzan por ser estructuras de corta
duracidn y estar involucradas en el proceso de nvasion tisular (Masan, et al.,
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2018). Debido a su distribucién y su homologia estructural, estos “Cofin Dots”®
podrian ser similares a los puntos de acting, donde la coflina podria estar
colaborando con la reestructuracion de los filamentos de actina. Ademds, es
imporianie mencionar que se identificaron estos puntos de coflina en trofozoiles
que no fueron estmulados con fibronecting, lo que es necesarnio para ka formacidn
de los puntos de actina (Emmanuel, et al,, 2015, Hasan, ot al., 2018), y debido a
Que an NINgUNO de s ensayos de MICroscopia s realizd marcaje especifico para
acting no podemos asegurar ni descartar que en eslos punios se esté llevando a
cabo la remodelacidn de actina,

Ya que ka proteina CoAC (EM_164480) no se identficd en la membrana
cellar (Tabla 7), pero dedido a que las imagenes de confocal mostraron que los
puntos de coliing se observaron en las carcania de la membrana celular (igura 13
A), se decidié comprobar si esta proteina se ubica en la periferia de la membrana
celular, y para ello se utiizaron trofozoilos no permeabdizados con la finalidad de
conservar la integridad de la membrana celular. Los resultados obtenidos
demuestran que tanto la proteina CoAC como la proteina COF se encuentran en
zonas especificas de la membrana calular (Figura 15). Ademas, cabe mencionar
que nuevamente se detectaron punios de cofilina para la proteina CoAC
(EMI_164480) como se apreca en la figura 15 A, lo cual fortalece la propuesta de
Que estas estructuras son independientes de las Actin Dol Ake structures propias
de los invadosomas, ya que al ratarse de trofozoilos no permeabilizados la sefial
de los punios de coflina estin en la superficde y la periferia de la membrana
calular. Resulla oportund mencionar que esla sefial puntiforme observada en esle
trabajo es similar a la distribucidn de ka sefal de Ehformin-2, que se observa en el
trabajo de Majumder & Lohia (2008), a ayunar durante 12 h. trofozolics de E,
histolytica en medio incompleto y posteriormente colocandolos en medio complelo
con suero durante 30 min., cabe resaltar que la conclusitn de este rabajo es que
ste una asociacion entra la proteina (Ehformin-2) con flamentos de actina.
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Como se ha reportado que la interaccidn de wrolozoltos de E. histolytice
con fibronecting es un fuerte inducior de la remodelacidn del Gloesquelsio
(Talamas-Rohana & Meza., 1968; Vizquez, et al., 1995), se decidd comprobar si
esle 1po de estimulo podria intensificar la formacidn de estruciuras en el
citoplasma. Debido a que en la lteratura se han empleado diferentes intervalos de
Sempo, que van de 10 minutos a 36 h. en la imeraccidn Trofozolo-Fibronectinag
(Talamas-Rohana & Meza., 1968; Soid-Raggi. Bt al., 1998; Franco, et al, 2002,
Emmanuel, et al, 2015, Sierra-Lopez, of al 2018, Hasan, et al. 2018;), se decidid
poner a inleraccionar a trofozoltos de £ histolytica en cubreobjetos con
foronecting durarmte 60 minulos. Es importanie sefialar que los resultados no
mostraron un incremento en la formacién de estructuras previamente descritas en
esie trabajo, ni 58 obsernvd ningin $po de reestruchuracion inensa del ciloplasma
en ka mayoria de la amibas observadas. Unicaments se identifich que ka safial de
la proteina COF se ubicé con mayor intensidad en la perferia de la membrana
(figwra 16 B) y contrariaments a lo observado en las figuras 13 y 15 A, para la
proleina CoAC no se identifich sedial de ninguna estructura puntiforme (Figura 16
A). Estos resultados son atribuidos a la posibiidad de que el Sempo de interaccidn
fue excasivo y que probablemente la actividad de estos puntos de cofiling tienan
picos de actividad corios, de manera simiar a los resultados reportados por Javier-
Reyna, ot al, 2012, quanes en uno de sus expenmenios evaluarnn la dastrbucidn
de la proleina Rab7 (proleina involucrada en & trafico vesicular) en diferentes
periodes de tiempo (0, §, 15, 30, 60 y 300 minutos) al poner a interactuar
trofozoitos de E. histolytica con fibronecting y reponaron que a los 60 min, de
interaccdn o patrén de distribucidn de Rab7 (que a los 30 min. se ubica en la
perferia de la membrana celular) regresaba a valores basales (cuando la protedna
Rab7 se ubica de manera uniforme en ciloplasma) observados en penodos de
interaccion iniciales (0-15 min.).

umamlmwmwmmumm‘@nmm
Que ha adquirido importancia en s Gitimos afos, siendo Fukui., (1978) uno de los
primeros aulores en describir la formacion de microfiamentos de actina dentro del
nicleo celular de Dicfyostelum al emplear dimesl sulfoido para inducr la
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formacién de esios filamentos, llegando a la conclusién de que dentro del nickeo
celular hay actina y que de alguna manera, las proteinas involucradas en el
remodelamiento y formacién de los flamentos de actina (como Cofllina, Profilina y
ABP) deberian poder entrar al nicieo mediante un mecanismo hasta ese momenio
desconotdo.

Actuaimente se sabe que dentro de la secuencia aminocacidica de la
proteina COF-1 de humano se encuentra presente una secuencia de localizacidn
nuclear clisica bipartita (Munsie., et al.,2012), la cual le olorga &a capacdad de
entrar al nGcleo celular sin la necesidad de requery de una importina alfa, como
suocede en las vias de importe nuckear cldsico, en donde se requiere de la
formacion de un compleio temnario que Invalucra, a la proteina cargo con NLS, una
importing alfa que funciona como adaptador, y una importing beta que media o
paso a través del poro nudiear (Okada, et al., 2008).

Este mecansmo de imporie nuciear no clésico se lleva a cabo gracias a
que las importinas beta (que pertenecen a la famiia de las proteinas
ransportadoras bela karolerinas) se caracterzan por tener dominios HEAT en
tindem, que les permiten inleractuar directamente con profeinas que lengan NLS
sin la necesidad de un adaptador (De Corte., et al 2004) Los andliss
bionformatcos realzados en esle Yabajo scbre las proleinas EHI_ 164480
(CoAC) y EMI_197480 (COF) fueron negatives en la identificacidn de posibles
secuencias clasicas de localizacion nuciear bipartitas o monopartitas (Tabla 7), lo
cual indicaria que estas proteinas son incapaces de permear al nicleo celular. No
obstante, es importanie mencionar que la ransiocacdn nudear que depende de
tansportadores de la famila de las kanofernas beta (como es el caso del
transporie de cofiling al nOdeo calular) o Necesita exdusivamente de secuencias
cldsicas de localizacidn nuclear, debido a que las proteinas de esta familia pueden
reconocer secuencias allemathvas denominadas como “Non Clasiscal Nuciear
Localisaton Signafs™ (ncNLS) o como “Afypical Nuclear Localisabon Signals”
(Marfori, et al 2011; Kim, et al., 2017), las cuales no poseen una secuencia
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conservada de amincdcdos basicos como en ol caso de las secuencias de
localizacion clasicas (Park, et al, 2006, Korlimaria, et al., 2013). Estas secuencias
no clasicas han sido identificadas en proteinas involucradas en cascadas de
sefializacdn o en proteinas virales, y requieren Gnicamente de ka interaccdn con
proleinas importinas Beta especificas para poder atravesar el poro nuclear (Chook
& Bicbel, 2001; Chook & SUel, 2011; Flores & Seger., 2013, y ya se ha
reponado que existen proleinas con secuencias no clasicas de iImpore nuciear
capaces de alcanzar el nicleo celular (Cherezova, et al., 2011). Ademds, existe
evidencia expermental que muestra que para que la coflina pueda transiocar al
nicleo calular requiere de la paricipacion de la proteina importina 9 (Bela
karicferina), ya que o silenciamiento de esta proteina disminuye la presencia de la
proteina cofilina (asi como de 1a actina) en o nicleo caluiar (Dople., ot al., 2012).

Con base en lo expuesto, se decidié realzar inmunodetecciones por WB en
fracciones nudieares y clioplasmaticas de proteinas de E. histolytica, dedido a que
no se idientifico a la proteina CoAC medanie especiomelria de masas en las
proteinas de la fracadn nuclear, pero sl a ka proteina COF (Figura 17) se realizo
anicamente & ensayo de Westem Biot para la proleina COF, la cual se identifico
en las fracciones ciloplasmdtica y nudear (Figura 18), estos resuRados, en
conjunto con los oblenidos mediante espectrometria de masas (Figura 17 y Anexo
3) donde se identificaron tambidn a las cofilinas codficadas por los genes
EMI_168340, ENI_186770 y ENI_186840, sugieren que en E. hislofytica estis
proteinas poseen secuencas de localzacién nuclear no clasicas que Gnicamente
requieren de bela kanofernas para poder entrar al nicleo. Ademdas, gracas al
andlisis in siico adicional realizado a las otras 3 proteinas que han sido implicadas
en o transporte nuciear (Importina 9, Exportina 6 y Profilina) se logrd identificar en
el genoma de Enfamoeba hislolytica 10 genes que codifican para proteinas
importinas 9 (Anexo 2), las cuales han sido descritas como las beta importinas
especificas para ol transporte de cofiina y actina al nicieo (lzdebska, et al, 2016).
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10 CONCLUSIONES

1. Bl genoma de E. Wstolytica contiene 10 genes que codfican parma proteinas
con dominios ADF, pero dos parecen sar alelos de un msmo gen.

2. No se identiicaron dominios NLS en ninguna de las coflinas ameblanas.

3 La proteina CoAC se Kentficd como parte de estructuras puntformes
(Cofiln Dots) ubicadas en las cercanias de ta mambrana celular.

4. La proteina COF se identificd en el ctoplasma y en la periferia de la
membrana celular de E Malolyhica.

5 La fraccidn nuclear de Entamoeba histolytca contiene 4 Coflinas, entre
elas | proteina COF.

11 PERSPECTIVAS

« Caractenzar bioguimicamente las peoteinas CoAC y COF.

* Realzar ensayos de inmuncfivonescencia y co-localkzacidn empleando los
anicuerpos generados en este trabajo (anti-CoAC y anti-COF) y marcaje
especifico para actina (Rhodamine Phallosdin).

* Realzar ensayos de inmunocfiuorescencia con trofozolios estmulados con
fivronectina en diderentes intervaios de Bempo, empleando marcadores
conltra acting y los anticuenpos anti-cofllinas generados en este rabajo.

* Realzar ensayos de RT-PCR cuantitativa para evaluar s nivedes de
expresidn de ambas proteinas en diferentes inlervalos de Sempo.
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Realzar ensayos de inmunoprecpiiacidn para identificar las proteinas que
s encuentran formando compleios con i proteina COF en 1a fraccidn
nuclear oe este parasito.
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