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1 RESUMEN

El ion calcio es una importante molécula de sefalizacion, ya que actia
como segundo mensajero controlando una variedad de funciones celulares,
como secrecién de hormonas, transcripcién de genes, contraccion muscular,
divisién celular, diferenciacién y permeabilidad a iones sodio y potasio, entre
otras. Para que la sefializacion por calcio funcione correctamente este debe
ser regulado en su concentracion intracelular. Son varios los mecanismos
responsables de controlar los niveles fisiologicos de calcio, ya sea por el
exporte al medio externo o al transporte a diferentes compartimentos
intracelulares. Proteinas del tipo de bombas de calcio, como PMCA o SERCA,
o intercambiadores, como sodio/calcio (NCX), sodio/potasio/calcio (NCKX) o
catién/calcio (CCX), entre otras, son responsables de mantener los niveles de
calcio citoplasmicos. En Entamoeba histolytica, el parasito responsable de la
amibiasis en el humano, el ion calcio tiene un papel importante en el proceso
patogénico, ya que al bloquear el transporte de este ion se ven afectadas la
adhesioén y la citélisis. El calcio también participa en la exocitosis de vesiculas
acidas y en la regulacién transcripcional de este parasito, ademas de regular
el enquistamiento en E. invadens, un parasito de reptiles que se utiliza como
modelo para el estudio del enquistamiento del género Entamoeba. Sin
embargo, poco se sabe de la regulacién de la concentracion citoplasmica del
ion en el parasito. En este trabajo se identificd y se caracterizé funcionalmente
un intercambiador de calcio en E. histolytica. El analisis in silico de esta
proteina mostré que pertenece a la familia de intercambiadores catién/calcio,
por lo que se le nombré6 como EhCCX. Mediante ensayos de
inmunofluorescencia e inmunomicroscopia electronica utilizando anticuerpos
dirigidos contra un péptido especifico de EhCCX mostraron que el
intercambiador se localiza en la membrana plasmaética y en la membrana de
algunas vacuolas citoplasmicas de los trofozoitos amibianos. Sin embargo,
después de 10 min de ertitrofagocitosis, EnNCCX se localiz6 principalmente en
la membrana plasmatica. Ademas, los niveles de expresion de esta proteina

en E. histolytica son mayores que los de la ortol6ga en la amiba no patégena



E. dispar. La expresion de EnCCX también aumenté en trofozoitos incubados
con peroxido de hidrogeno. Por otra parte, los trofozoitos que sobrexpresaron
este intercambiador contenian niveles citosodlicos de calcio mayores que los
trofozoitos control, pero la expulsiébn de calcio después de la adicion de
peroxido de hidrogeno fue maéas eficiente en los trofozoitos que
sobreexpresaron EhCCX; consecuentemente, la muerte celular programada
de estos parasitos se retardd con respecto a la de los trofozoitos control.
Interesantemente, la sobreexpresion de EhCCX aumentd la virulencia in vitro
de los trofozoitos. Todos estos resultados confirman el papel de EnCCX en el
transporte de calcio y sugieren que el flujo de este ion a través del
intercambiador juega un papel importante en la muerte celular programada y

en la virulencia de E. histolytica.



2 ABSTRACT

Calcium is an important signaling molecule, since it acts as a second
messenger controlling a variety of cellular functions, such as hormone
secretion, gene transcription, muscle contraction, cell division, differentiation
and permeability to sodium and potassium ions, among others. For the correct
function of the calcium signaling, this ion must be regulated in its intracellular
concentration. There are several mechanisms responsible for controlling the
physiological levels of calcium, either by export it to the external environment
or by transport it to different intracellular compartments. Proteins of the calcium
pump type, such as PMCA or SERCA, or exchangers, such as sodium/calcium
(NCX), sodium/potassium/calcium (NCKX) or cation/calcium (CCX), among
others, are in charge to maintain the levels of cytoplasmic calcium. In
Entamoeba histolytica, the parasite responsible for human amoebiasis, calcium
plays an important role in the pathogenic process, since the blockage of the ion
transport affected the adhesion and cytolysis. Calcium also participates in the
exocytosis of acidic vesicles and in the transcriptional regulation of this
parasite, in addition to regulate the encystation of E. invadens, a parasite of
reptiles that is used as a model for the study of encystation in the genus
Entamoeba. However, little is known about the regulation of the cytoplasmic
concentration of the ion in the parasite. In this work, a calcium exchanger of E.
histolytica was identified and functionally characterized. The in silico analysis
of this protein showed that it belongs to the cation/calcium exchanger family,
so it was named EhCCX. Immunofluorescence and electron
immunomicroscopy assays using antibodies directed against a specific EnCCX
peptide showed that the exchanger is located in the plasma membrane and in
the membrane of some cytoplasmic vacuoles of the trophozoites. However,
after 10 min of erythrophagocytosis, EnCCX was located mainly in the plasma
membrane. In addition, the expression levels of this protein in E. histolytica are
greater than those of the orthologue in the nonpathogenic amoeba E. dispar.
The expression of EhCCX also increased in trophozoites incubated with

hydrogen peroxide. On the other hand, the trophozoites that overexpressed



this exchanger contained higher cytosolic calcium levels than the control
trophozoites, but the calcium excretion after the addition of hydrogen peroxide
was more efficient in the trophozoites that overexpressed EhCCX;
consequently, the programmed cell death of these parasites was delayed with
respect to that of the control trophozoites. Interestingly, overexpression of
EhCCX increased the in vitro virulence of the trophozoites. All these results
confirm the role of EhCCX in the transport of calcium and suggest that the flow
of this ion through the exchanger plays an important role in the programmed
cell death and in the virulence of E. histolytica.



3 ANTECEDENTES GENERALES
3.1 Amibiasis

La amibiasis es una enfermedad gastrointestinal aguda o cronica del ser
humano causada por la infeccion con el parasito protozoario Entamoeba
histolytica, el cual puede vivir en el intestino grueso o invadir la mucosa
intestinal causando lesiones; ademas, puede diseminarse a diferentes 6rganos,
principalmente el higado (Zlobl, 2001). La amibiasis presenta una distribucion
mundial, sin embargo, afecta principalmente a paises en vias de desarrollo,
donde las condiciones socioecondémicas e higiénicas son deficientes (Barron et
al, 2008). Esta enfermedad es responsable de aproximadamente 70 a 100 mil
muertes al afio en todo el mundo, por lo que es la cuarta causa principal de
muerte debida a la infeccion por protozoos (después de la malaria, la
enfermedad de Chagas y la leishmaniosis) y la tercera causa de morbilidad
causada por este grupo de organismos (Choudhuri & Rangan, 2012; Espinosa-
Cantellano & Martinez-Palomo, 2000). La amibiasis es producida por la
ingestion de quistes maduros a partir del agua, alimentos o manos
contaminadas con heces (Trejos-Suarez & Castafio-Osorio, 2009). Esta
parasitosis afecta principalmente el colon y al penetrar la mucosa del intestino
puede ocasionar colitis 0 abscesos en otros érganos, principalmente en higado,

seguido por cerebro, pulmén y piel (Blessmann et al, 2002).

3.2 Epidemiologia

La amibiasis es de distribucion mundial; se presenta a cualquier edad, aunque
es mas frecuente en nifios y adultos jévenes(Ximenez et al, 2007). En especial,
las infecciones se presentan frecuentemente en los paises y regiones en vias
de desarrollo como América latina, Asia y Africa. Las zonas con mayor endemia
son los paises tropicales y subtropicales, ademas de implicar factores
sociodemogréficos y de accesibilidad a los servicios sanitarios(Ximenez et al,
2007). Se considera que el 10% de la poblacion mundial esta infectada y 90%
de ellos no presentan sintomas (Ximenez et al, 2007). Segun la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS) hay 500 millones de nuevas infecciones por afio y



aproximadamente 70,000 a 100,000 muertes a nivel mundial (Botero &
Restrepo, 1998; Christy & Petri, 2011; Ximenez et al, 2007). En México, se
reporta que esta enfermedad ha disminuido considerablemente (Figura 1),
hasta el 2011 la tasa de incidencia es de alrededor de 419,554 casos
(SUIVE/DGE/Secretaria de Salud/Estados Unidos Mexicanos 2011).

3.3 Biologia de Entamoeba histolytica

E. histolytica fue descubierta en 1873 en Rusia por Friedrich Losch, quien la
aislo de un paciente con disenteria(Gomez et al, 2007). Este parasito pertenece
al género Entamoeba (Tabla 1), en el cual sélo tres especies producen infeccion
en el humano: E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii, siendo E. histolytica la
mas invasiva (Martinez Palomo, 1987; Ximenez et al, 2007). E. histolytica es un
protozoario que presenta dos formas en su ciclo de vida: el quiste y el trofozoito,
donde el trofozoito es la forma invasiva y el quiste es la forma infectiva. El
trofozoito coloniza la mucosa intestinal del colon donde se multiplica por fision
binaria (Ximenez et al, 2007).

Los quistes son estructuras redondeadas de 10 a 16 um (Figura 2), que
presentan en su interior de 1 a 4 ndcleos y una pared gruesa compuesta de
quitina que les confiere resistencia cuando el parasito se encuentra fuera del
huésped (Gillespie & Pearson, 2001). El trofozoito tiene un diametro de 20 a 40
um (Figura 2), en general presenta un solo ndcleo y emite un pseudopodo
amplio, hialino y transparente, el cual se proyecta al exterior de la célula y
presenta una apariencia granulosa; su ndcleo presenta un cariosoma compacto
central y cromatina en granulos uniformes en tamafo y localizacion, carece de
mitocondrias, aparato de Golgi y reticulo endoplasmico bien desarrollados,
lisosomas tipicos y citoesqueleto organizado(Goémez et al, 2007; Ximenez et al,
2007).

El trofozoito es una célula muy movil capaz de ingerir gran variedad de
particulas, incluyendo bacterias y eritrocitos (Martinez Palomo, 1987). Su
movimiento es por la formacién de seudopodos y los microtubulos se observan

durante la division nuclear. Ademas de los seuddpodos, también forma



filopodios, los cuales son proyecciones fagociticas con vacuolas orientadas al
exterior y a una region caudal (Martinez Palomo, 1987). El trofozoito es muy
sensible a los cambios de temperatura, pH y osmolaridad (Bailey, 1992). Su
citoesqueleto esta formado por actina, miosina y tubulina (Bailey, 1992). El
ndcleo del trofozoito mide de 3 a 5 um de didmetro, y generalmente cada
trofozoito contiene un ndcleo, aunque pueden encontrarse células con mas de

un nucleo, asi como células multinucleadas gigantes(Meza et al, 1990).

Tabla 1. Clasificaciéon taxonémica

Reino Protista

Phylum Sarcomastigophora

Subphylum Sarcodina

Superclase Rhizopoda

Clase Lobosea

Familia Entamoebidae

Orden Amoebida

Género Entamoeba

Especie Entamoeba
histolytica




Tendencia de casos nuevos
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Afios

Afos 2000 2001 2007 2009 2010 2011
Casos _——-____-_—-

Incidencia* 135438 123784 112476 97258 79222 716.70 615.85 54337 498.51 47228 42692 384.15

Fuente: SUIVE/DGE/Secretaria de Salud/Estados Unidos Mexicanos 2011
* Tasa de incidencia por 100 000 habitantes

** Tasa de inadencia por 100 habitantes

Figura 1. Incidencia de casos de amibiasis en México del afio 2000 al 2011. (Datos tomados de
SUIVE/DGE/Secretaria de Salud/Estados Unidos Mexicanos 2011)



La membrana nuclear de E. histolytica consiste en una doble capa de
120 nm de grosor con numerosos poros de 50 a 65 nm de diametro distribuidos
de manera irregular (Kretschmer, 1994; Ravdin et al, 1988a). Una
caracteristica importante del ndcleo es que cuenta con cromatina periférica
que estd compuesta principalmente de RNA y que podria ser la region
correspondiente al nucléolo de las células eucariotas y el endosoma central

podria ser el sitio de condensacion del DNA (Martinez-Palomo, 1986).

Figura 2. Formas de vida de E. histolytica. A) Fase quistica o de
resistencia, B) Fase de trofozoito, también conocida como fase movil
(Ximenez et al, 2011).

En el citoplasma de E. histolytica se encuentra una red de vacuolas y
vesiculas, algunas de las cuales podrian corresponder al reticulo endoplasmico
y al aparato de Golgi (Ghosh et al, 1999; Teixeira & Huston, 2008). Gran parte
del citoplasma se encuentra ocupado por vacuolas circulares de
aproximadamente 0.5 a 9 um (Martinez-Palomo, 1986). Mediante técnicas de
tincién, bioquimicas y estructurales, se han logrado identificar vacuolas de
macro Yy micropinocitosis, lisosomas primarios y secundarios, cuerpos
residuales, vacuolas autofagicas y ribosomas, los cuales se observan como
cumulos helicoidales con 300 nm de longitud y 40 nm de didmetro (Martinez-
Palomo, 1986; Ravdin et al, 1988a).

En el 2005 se publico el genoma de E. histolytica (Loftus et al, 2005),
reportando un tamafio de 20,799 kb, en donde el 49.7% corresponde a 8,201



genes codificantes, de los cuales un 24.4% presentan intrones (Lorenzi et al,
2010). Muchos aspectos unicos de la biologia amibiana han sido identificados
a partir del esfuerzo de la secuenciacion del genoma, entre ellos, la presencia
de un gran numero de receptores tipo cinasa, una transferencia horizontal de
genes bacterianos a gran escala y una expansion de genes involucrados en la
fagocitosis, transporte vesicular, virulencia y traduccion de sefiales que regulan
las funciones del citoesqueleto (Loftus et al, 2005). Aproximadamente el 30%
de los genes predichos no presentan homélogos en otros organismos
(Ehrenkaufer & Singh, 2008).

3.4 Ciclo de vida

El ciclo de vida de E. histolytica es relativamente simple, consiste de dos fases
principales: un quiste infectivo y una forma invasiva (trofozoito) (Figura 2). El
quiste tetranucleado es la forma infecciosa del parasito. Es resistente a
cloracién, acido gastrico y desecacién, ademas puede sobrevivir en un
ambiente himedo por varias semanas (Gillespie & Pearson, 2001). El ciclo
(Figura 3) inicia con la ingestion de quistes infecciosos, a través de agua y
alimentos contaminados. Los quistes viajan por el aparato digestivo hasta el
ileon donde se desenquistan y dan lugar a un protoplasto desnudo
tetranucleado. Cada uno de los nucleos se divide y el protoplasto da origen a
ocho trofozoitos metaquisticos uninucleados que migran al ciego y se adhieren
a la mucosa del intestino delgado y grueso y se dividen por fision
binaria(Martinez-Palomo, 1986). Los trofozoitos pueden seguir cualquiera de
las siguientes vias (Figura 3): 1) vivir en el intestino como comensales; 2)
enquistarse; 3) invadir la mucosa intestinal y producir desde sintomas leves
hasta disenteria grave; 4) invadir otros érganos, lo que les impedird completar
su ciclo de vida, ya que no regresan al lumen del intestino 6 5) salir del huésped
con las heces para morir inmediatamente debido a su poca resistencia a las
condiciones atmosféricas (Martinez-Palomo, 1986). El enquistamiento se
realiza en el lumen del intestino grueso y cuando el quiste madura aparecen

cuatro nucleos y el ciclo de vida se completa cuando es expulsado con las

10



heces al medio ambiente, donde resisten las condiciones externas hasta que
logran infectar un nuevo huésped (Martinez-Palomo, 1986). Eventualmente, los
trofozoitos que se instalan en el epitelio intestinal, atacan e invaden la mucosa
causando disenteria amibiana, también pueden migrar por los vasos
sanguineos a sitios extraintestinales, como pulmones, cerebro e higado, donde
pueden formar abscesos (Figura 3) (Sehgal et al, 1996). Este ultimo es el sitio
extraintestinal mas comun de la enfermedad, lo que da como resultado una
marcada destruccion del tejido, con reclutamiento de neutréfilos, necrosis
celular y formaciéon de microabscesos, que gradualmente se unen (Mortimer &
Chadee, 2010). La mayoria de los pacientes presentan un absceso Unico; sin
embargo también se pueden formar multiples abscesos (Sehgal et al, 1996). El
absceso mas comun es en el higado (absceso hepatico amibiano, AHA), en
tanto que los abscesos cerebrales son una invasién extraintestinal
extremadamente rara y asociada con altas tasas de mortalidad (Pritt & Clark,
2008)
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El= Colonizacion no invasiva

ﬁ: Formma infectante = Enfermedad intestinal
A\ = Forma diagnéstica

= Enfermedad exiraintestina

Figura 3. Ciclo devidade E. histolytica. (Tomado de Amibiasis, CDC, Atlanta,

1999).
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3.5 Mecanismos de patogenicidad

El mecanismo patogénico de E. histolytica ha sido generalmente
atribuida a su capacidad para destruir tejidos a través de su citotoxicidad y
citopatogenicidad (Figura 4), lo que deriva de la protedlisis de células
epiteliales, sanguineas y de la matriz extracelular (Espinosa-Cantellano &
Martinez-Palomo, 2000). EI mecanismo patogénico es realizado por diferentes
proteinas denominadas factores de virulencia (Espinosa-Cantellano &
Martinez-Palomo, 2000). La capacidad de la amiba para invadir tejidos y de
evadir la respuesta inmune depende de su adaptacién al medio y de la
expresion de factores de virulencia. Primeramente, los trofozoitos se
encuentran en el lumen y la mucosa intestinal; después, invaden el epitelio
interglandular, donde los trofozoitos producen microulceraciones de la mucosa
(Mortimer & Chadee, 2010). Con el paso del tiempo, las ulceras se extienden
hacia la cara basal de las células intestinales y después hacia la mucosa
muscular o externa, donde los procesos usualmente se detienen antes de la
perforacién del intestino (Sehgal et al, 1996). Las ulceras se desarrollan con
frecuencia en el ciego y colon ascendente. En el 20% de los casos de colitis

aguda, las perforaciones terminan en peritonitis (Mortimer & Chadee, 2010).

Las moléculas de superficie de la amiba controlan la adherencia,
sefializacion, ingestion y modulacién del sistema inmune en la relacion
hospedero-parasito (Marie & Petri, 2014). Los trofozoitos de E. histolytica se
adhieren a monocapas de células epiteliales en cultivo y a componentes de la
matriz extracelular, como colagena y fibronectina y a superficies inertes como
plastico y vidrio. La adhesion de los trofozoitos a células epiteliales es esencial
para causar dafio a las mismas y requiere de un mecanismo especifico que
involucra moléculas de superficie del parasito (adhesinas) y receptores de la
célula blanco (Martinez-Palomo, 1986). Se ha observado que la adhesion es
un paso indispensable para la sucesion de los siguientes eventos como la

fagocitosis y la destruccion celular (Ravdin et al, 1980).
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Figura 4. Microscopia electronica de barrido de amibiasis intestinal
experimental en conejillos de indias. A) Trofozoitos de E. histolytica se
adhieren mayormente al epitelio interglandular elevado del intestino. B) Una
pequefia regién de microinvasion se observa en la lesién temprana, con
ulceracion superficial. C) En estados mas avanzados, se observan numerosos
trofozoitos penetrando una Ulcera de colon (Espinosa-Cantellano & Martinez-
Palomo, 2000).
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La adhesion del parasito ocurre principalmente a través de una lectina
de superficie que une residuos expuestos de galactosa (Gal) y N-acetil-D-
galactosamina (GalNAc) en las glicoproteinas de las células blanco (Christy &
Petri, 2011; Petri et al, 1987; Ravdin & Guerrant, 1981). Otras moléculas que
participan en la adhesion incluyen una lectina de 220 kDa que une oligémeros
de N-acetil-glucosamina (Meza et al, 1987), una proteina rica en serinas
(SREHP) de 52 kDa (Stanley et al, 1990), proteinas de 90, 70, 50 y 24 kDa
(Rodriguez et al, 1989) y la adhesina de 112 kDa, también llamada complejo
EhCPADH (Arroyo & Orozco, 1987; Garcia-Rivera et al, 1999).

La lectina de unidn a Gal/GalNAc parece ser un mediador esencial para
la adherencia a diferentes lineas de células epiteliales, incluyendo las mucosas
de colon de ratas y humanos (Espinosa-Cantellano & Martinez-Palomo, 2000).
Esta lectina es una glicoproteina heterodimérica, cuyas subunidades de 170 y
35 kDa estan unidas por enlaces disulfuro (Huston, 2004). El analisis de la
secuencia de la subunidad de 170 kDa muestra una region externa que
comprende tres dominios: un dominio rico en cisteina, un dominio con nueve
seudo-repeticiones de 30 residuos y un dominio pobre en cisteina (Braga et al,
1992). Esta subunidad de la lectina también muestra un fragmento con
homologia a los componentes C8 y C9 del complemento, asi como a CD59, un
inhibidor del complejo de ataque a la membrana (MAC). Se ha propuesto que
debido a esta homologia la lectina pudiera ejercer un papel protector de los
trofozoitos contra el MAC (Braga et al, 1992).

El complejo EhnCPADH esta formado por dos proteinas, una cisteina
proteinasa (EnCP112) y una adhesina (EhADH112), codificados por dos genes
adyacentes separados por 188 pb (Garcia-Rivera et al, 1999). La adhesina
(EhADH112) tiene 687 aa y presenta un peso molecular de 75 kDa y el dominio
de adherencia esta localizado en el segmento que incluye los aminoacidos en
la posicion 444 — 601 (Garcia-Rivera et al, 1999; Martinez-Lopez et al, 2004).
También, se ha propuesto que la cisteina proteinasa (EhCP112) participa en la

virulencia del parasito (Ocadiz-Ruiz et al, 2013; Ocadiz et al, 2005)
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Una vez que se da la adherencia, E. histolytica induce multiples efectos
citotoxicos sobre la célula del hospedero, incluyendo un incremento intracelular
de Ca?*, produccion de especies reactivas de oxigeno, perdida de la integridad
de la membrana, fragmentacion del DNA, exposicion de fosfatidilserina y
activacion de la caspasa 3 (Ralston & Petri, 2011). Se considera que los
mecanismos de la citotoxicidad causada por E. histolytica son de dos tipos:
dependientes de contacto directo y los causados por proteinas secretadas por
los trofozoitos préoximos a la célula blanco (Christy & Petri, 2011).

El evento citolitico estda mediado por diversos procesos: 1)
permeabilizacién por péptidos formadores de poros (amebaporos), 2) induccion
de apoptosis y 3) ruptura de la matriz extracelular a través de cisteina proteasas
(Boettner & Petri, 2005; Leippe et al, 1994; Seydel & Stanley, 1998).

Los amebaporos, son un grupo de péptidos pequefios de 4.5 kDa, éstos
forman canales iGnicos por su asociacion irreversible en oligémeros, similar al
componente 9 del complemento y a la perforina de los linfocitos T citotoxicos
(Leippe et al, 1994). Estos péptidos son mediadores de la lisis de las células
blanco por las amibas patdgenas (Leippe et al, 1994). Inicialmente en el
pardsito se encontraron tres isoformas de amebaporo (A, B y C), estando
presentes en los trofozoitos en una proporcion de 35:10:1 respectivamente
(Christy & Petri, 2011; Leippe et al, 1994). Los amebaporos de la clase C son
mas efectivos mientras que los de clase A no son eficientes en la lisis de
eritrocitos (Leippe et al, 1994). Posteriormente, se identificaron tres nuevas
clases de amebaporos, por lo que E. histolytica tiene al menos, seis diferentes
amebaporos (Loftus et al, 2005).

Después del contacto con la célula blanco, el trofozoito induce la
activacion de la caspasa 3 humana, una molécula efectora distal, requerida
para la muerte celular in vitro y para la formacion del absceso hepatico amibiano
in vivo (Huston et al, 2000; Yan & Stanley, 2001).

Por otra parte, la alta virulencia de los aislados de E. histolytica
correlaciona con el alto contenido de proteinasas tipo cisteina o catepsina en

productos de secrecion o en extractos proteicos de trofozoitos (Stanley et al,
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1995). La accidn de estas cisteinas proteinasas (CPs) es degradar las proteinas
de la matriz extracelular y facilitar la invasion del trofozoito (Stanley et al, 1995).
La CP de 49 kDa que forma parte del complejo EnCPADH (EhCP112) es un
polipéptido de 446 aa que presenta un dominio RGD que puede interactuar con
las integrinas celulares, sugiriendo que esta proteinasa también participa en la
patogenicidad de E. histolytica (Betanzos et al, 2013; Garcia-Rivera et al, 1999;
Ocadiz et al, 2005).

Después del proceso de citdlisis, la fagocitosis juega un papel importante
durante el proceso de invasion del intestino humano por la amiba patdégena
(Christy & Petri, 2011; Marion & Guillen, 2006). Por su complejidad, este
proceso puede dividirse en cuatro etapas. En la primera se efectta la unién de
particulas o células a los receptores de superficie de la célula fagocitica; en la
segunda la interaccion entre ligandos y receptores dispara una serie de eventos
incluyendo la reorganizacion del citoesqueleto que lleva a la extension de
pseuddpodos; posteriormente los pseudopodos se estrechan alrededor de la
particula para formar un fagosoma, que se fusiona secuencialmente con los
endosomas tempranos y tardios; finalmente el fagosoma se fusiona con los
lisosomas, llevando asi a la digestion de las particulas internalizadas
(Rabinowitz et al, 1992).

En este proceso intervienen diferentes moléculas: adhesinas,
componentes del citoesqueleto como la miosina IB y una proteina semejante a
la espectrina (Marion & Guillen, 2006; Voigt et al, 1999); asi como reguladores
de la estructuracién del citoesqueleto, tales como las GTPasas Rho y RacG
(Godbold & Mann, 1998; Guillen et al, 1998); proteasas como EhCP5, EhCP1,
EhCP112, EnCP2y EhCP3 (Ankri et al, 1998; Garcia-Rivera et al, 1999; Ocadiz
et al, 2005; Pertuz Belloso et al, 2004; Que et al, 2002); cinasas, como EhPAK,
gue controlan la motilidad y la fagocitosis (Labruyere et al, 2003); y moléculas
que regulan el trafico intracelular como las proteinas EhRab5, EhRab7,
EhRabl11B y EhRabB (McGugan & Temesvari, 2003; Rodriguez et al, 2000;
Saito-Nakano et al, 2001; Temesvari et al, 1999; Welter et al, 2002).
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Por otro lado, se ha caracterizado un nuevo evento patogénico. La
trogocitosis, mecanismo por el cual E. histolytica ingiere pedazos de células
vivas intactas (Marie & Petri, 2014). La trogocitosis es un proceso activo que se
asemeja a la fagocitosis en muchas de las caracteristicas como el incremento
de Ca?* intracelular, y resulta en la muerte celular, pero las células muertas

pueden no ser ingeridas totalmente (Ralston et al, 2014).

3.6 Homeostasis del calcio

El ion calcio (Ca?*) juega un papel crucial como un segundo mensajero
para el control de una variedad de funciones celulares en eucariontes, entre
estas se encuentran la contraccion, la secrecion, la permeabilidad de sodio y
potasio, la transcripcién de genes, la division celular y la diferenciacion, entre
otras (Berridge et al, 2003). Asi, es necesario mantener las concentraciones
citosdlicas de calcio para permitir que este ion funcione como molécula de
sefalizacion y se han descrito diversas proteinas que participan en la
homeostasis del calcio, incluyendo varias proteinas de membrana (Giladi et al,
2016). La concentracion citoplasmica de Ca?* libre en reposo debe mantenerse
en aproximadamente 100 nM, esto es regulado por el transporte del ion a través
de las membranas por ATPasas e intercambiadores (Figura 5) que garantizan
gue las concentraciones de calcio en el citosol y en los almacenes internos se

mantengan (Berridge et al, 2003).

3.6.1 Canales de calcio

Los canales idnicos son proteinas integrales de membrana que forman
un poro para permitir el paso de iones especificos, como K*, Na*, Ca?* o CI,
mediante difusion pasiva. Se distinguen de las bombas y transportadores
porque permiten el paso de miles de iones (Jentsch et al, 2004). El abrir y cerrar
de los canales puede ser controlado por voltaje, union de ligandos y
modificaciones post-traduccionales (Jentsch et al, 2004). Muchos canales
estan formados por complejos de proteinas con varias subunidades. A nivel

celular, los canales se encargan de la regulacién del volumen celular,
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modulacion de la proliferacion y la transcripcion, asi como también del trafico y
la sefalizacion intracelular (Catterall, 2000; Feranchak, 2003).

Los canales presentan caracteristicas funcionales comunes como
poseer: un poro acuoso por el cual los iones son capaces de pasar, un filtro de
selectividad que permite discriminar entre los tipos de iones y una compuerta
con la cual el canal puede cerrarse o abrirse al flujo de iones (Feranchak, 2003;
Jentsch et al, 2004).

El Ca?* ingresa a las células eucariontes a través de la membrana
plasmatica mediante diferentes canales, como canales de calcio operados por
receptores, canales de calcio dependientes de voltaje y canales de calcio
operados por almacenes (Figura 5) (Cao, 2006; Catterall, 2000; Moreno &
Docampo, 2003).
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Figura 5. Moléculas que participan en la regulacion de la concentracion
intracelular de calcio. La concentracion intracelular de calcio es regulada
usando como fuente principal de calcio el medio extracelular. La célula controla
la concentracion de calcio por diferentes moléculas como bombas encargadas
de sacar calcio del citosol, como PMCA, o de introducir calcio hacia depdsitos
intracelulares (SERCA) e intercambiadores Na*/Ca?* que sacan calcio del
citosol, receptores de IP3 y rianodina que movilizan calcio de los depdésitos
intracelulares (reticulo endoplasmico), y canales de calcio, que son activados

cuando los niveles de calcio almacenado en los depdsitos disminuye,
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permitiendo la entrada de calcio extracelular (TRP, CRAC, CaV) (Clapham,
2007).

3.6.1.1 Canales de calcio dependientes de voltaje (vgccs)

Los canales de calcio dependientes de voltaje (VGCCs, por sus siglas
en inglés) son grandes complejos multiproteicos, con una subunidad a1
formando el poro en la parte central, rodeado por subunidades auxiliares y, a2
y B (Catterall, 2000). Todas las células excitables expresan canales de calcio
dependientes de voltaje, que traducen la actividad eléctrica a sefales
bioquimicas intracelulares (Catterall, 2000). La despolarizacion de la
membrana trae como resultado la apertura de los canales, permitiendo una
rapida entrada de calcio, la cual regula procesos como la liberacion de
neurotransmisores y neuropéptidos, la excitabilidad neuronal y la plasticidad,
entre otros (Cao, 2006).

Los VGCCs se dividen en dos categorias, los activados por alto voltaje
(HVA), que incluye los canales de Ca?* tipo R, L, Ny P/Q gue necesitan de una
fuerte despolarizacion para su activacion y los activados por bajo voltaje que
son los canales de Ca?' tipo T que pueden ser activados por una
despolarizacibn mas suave (Cao, 2006). Los canales tipo L se encuentran en
el tejido cardiaco y son dependientes de dihidropiridinas (DHP). Los tipos P, N,
T, Qy R se expresan en cerebro, los P y N son dependientes de w-conotoxina,
mientras que los T no dependen de ningln agonista (Cao, 2006). Los canales
de tipo L son mas eficientes en la regulacion de la expresion de genes, en
cambio los de tipo T son los que contribuyen principalmente al control de la
excitabilidad neuronal (Cao, 2006; Catterall, 2000).

3.6.1.2 Canales de calcio regulados por depdsitos intracelulares (SOCCS)

Los canales de calcio regulados por depdsitos intracelulares (SOCCs,
por sus siglas en inglés) existen en los eucariontes desde levaduras hasta
humanos. La funcién principal de estos canales es mantener los niveles de Ca?*

en el reticulo endopldsmico que son necesarios para el plegamiento y la
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sintesis proteica (Parekh & Putney, 2005). La entrada de Ca?* regulada por
depdsitos (SOCE, por sus siglas en inglés) sirve como el Unico mecanismo de
entrada de Ca?* en una variedad de células no excitables y juega un papel
indispensable en la sefializacion del calcio y otros procesos celulares que van
desde la proliferacion hasta la apoptosis (Parekh & Putney, 2005).

El tipo de SOCC mejor caracterizado corresponde a los canales de Ca?*
activados por la liberacion de calcio (CRAC, por sus siglas en inglés). La
bdsqueda de los componentes moleculares de estos canales trajo como
resultado el hallazgo de dos moléculas clave, que son STIM1 (molécula de
interaccidn estromal 1) y Orai (subunidad formadora de poro del canal CRAC)
(Derler et al, 2009). STIM1 es una fosfoproteina, la cual cuenta con un dominio
transmembranal simple, un dominio N-terminal que se compacta en el lumen
del reticulo endoplasmico, un dominio C-terminal que se extiende hacia al
citosol, un dominio de uniéon EF-Hand que junto con el dominio SAM permiten
la union del calcio a STIM1 y un dominio de N-glicosilacién el cual al ser
glicosilado permite la relocalizacion de STIM1 a la membrana plasmética
(Parekh & Putney, 2005). STIM1 funciona como sensor de calcio en el reticulo
endoplasmico y cuando este ion se encuentra en bajas concentraciones en este
organelo, STIM1 es capaz de relocalizarse en membrana plasmatica donde
activa a Orail, evento que permite una corriente de calcio conocida como Icrac
(Frischauf et al, 2008). Orail es una proteina de membrana plasmatica con
cuatro fragmentos transmembranales, los cuales son esenciales como
unidades formadoras de poros de los CRAC, estos fragmentos son
subunidades de Orail que se ensamblan entre si para formar el canal; cada
subunidad es importante para la activacion de este mecanismo, ya que
mutaciones en cualquiera de ellas tiene como resultado una baja corriente de

iones calcio (Frischauf et al, 2008).

21



3.6.1.3 Receptores de potencial transitorio (TRP)

Los receptores de potencial transitorio (TRP, por sus siglas en inglés)
también son canales de calcio regulados por depdsitos intracelulares. Estos
canales de tipo TRP tienen diferentes papeles en vertebrados e invertebrados,
entre ellos, la transduccion visual, el gusto, la deteccion de feromonas y la
recepcion térmica, entre otros (Ramsey et al, 2006). Los TRP son canales
iGnicos selectivos para los cationes de calcio y magnesio, éstos se encuentran
en membrana y presentan estructuras similares a los canales dependientes de
voltaje de potasio, sodio y cloro, ya que los canales TRP presentan 6
fragmentos transmembranales y los extremos amino y carboxilo terminales son
intracelulares (Ramsey et al, 2006). Estos canales se agrupan con base en su
secuencia de aminoacidos y su similitud estructural, dividiéndolos asi en las
familias TRPA, TRPC, TRPM, TRPL, TRPN, TRPP y TRPV (Ramsey et al,
2006).

Los canales TRP pueden ser activados por receptores, ligandos o por
activacion directa (Ramsey et al, 2006). La activacién por receptores se lleva a
cabo por receptores acoplados a proteinas G y por receptores de tirosina
cinasas que activan a la fosfolipasa C (PLC), que a su vez modula la activacion
de los TRP, la cual se realiza mediante la hidrélisis de PIP2, la produccién de
diacilglicerol (DAG), o la produccion de IP3 (Ramsey et al, 2006). La activacién
por ligando se puede dar por pequefias moléculas de origen exdgeno,
incluyendo compuestos sintéticos y productos naturales (capsaicina, icilina, 2-
aminoethoxydifenilborato); por lipidos enddgenos o por productos del
metabolismo de los lipidos (DAG, IP3, eicosanoides); por nucledtidos puricos y
sus metabolitos (adenosina difosforibosa, BNAD); o por iones inorganicos como
el calcio y el magnesio (Ramsey et al, 2006). La activacién directa es dada por
estimulos mecéanicos, acoplamiento conformacional a receptores IP3 y por
fosforilacion del canal, sin embargo, ain es poco lo que se sabe de este tipo de

activacion (Ramsey et al, 2006).
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3.6.1.4 Canales liberadores de calcio

El reticulo sarco/endoplasmico contiene canales especializados en la
liberacion del calcio: el receptor de rianodina (RyR) y el receptor de inositol
trifosfato (IP3R). Estos receptores comparten homologia significativa, pero
cada canal liberador de calcio tiene sus propias cualidades funcionales (Fill &
Copello, 2002).

RyR es una familia de canales liberadores de calcio encontrados en el
reticulo sarco/endoplasmico de muchos tipos celulares y que son requeridos
para la liberacion de calcio intracelular involucrado en diversas funciones
celulares, incluyendo contraccion y liberacion de neurotransmisores (Zalk et al,
2007). El largo dominio citoplasmico del RyR sirve como un andamiaje de
proteinas que une y modula la funcién del canal y que comprende una compleja
sefalizacion macromolecular (Lanner et al, 2010). Las proteinas de union a
este canal incluyen proteinas de union FK506 (FKBPs), calmodulina (CaM),
fosfodiesterasas, cinasas y fosfatasas, entre otras (Zalk et al, 2007). En
mamiferos existen tres isoformas de RyR que se han identificado y clonado. El
RyR es un complejo homotetramérico de aproximadamente 2200 kDa con
cuatro subunidades de 564 kDa, formando un cuadrado alrededor de un poro
central (Lanner et al, 2010).

El receptor de inositol trifosfato (IP3R) es un canal que funciona para
liberar el calcio de almacenes intracelulares en respuesta a IP3 (Suresh &
Gyorgy, 2007). Comprende cuatro subunidades heterotriméricas, donde cada
subunidad puede ser dividida en tres regiones: un dominio de unién a IP3 en el
N-terminal; un dominio C-terminal que comprende la secuencia formadora del
canal con un tallo C-terminal corto; y un dominio intermedio de acoplamiento
gue contiene multiples sitios de interaccion con diferentes moduladores
(Mikoshiba, 2007; Szlufcik et al, 2006). La secuencia necesaria para la union
especifica de IP3, llamada centro de union IP3, se encuentra entre los residuos
226-578 (Szlufcik et al, 2006). La funcion del IP3R es regulada mediante
fosforilacién por cinasas dependientes de cGMP y cinasas dependientes de
Ca?*/calmodulina (Mikoshiba, 2007).
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3.6.2 ATPasas de calcio

Las ATPasas de calcio catalizan el flujo de calcio citoplasmico y se han
dividido en tres tipos: ATPasas de membrana plasmatica (PMCA, por sus siglas
en inglés), ATPasas del reticulo sarco/endoplasmico (SERCA, por sus siglas
en inglés) y ATPasas de la via secretora (SPCA, por sus siglas en inglés) (Brini
& Carafoli, 2009).

3.6.2.1 ATPasas de calcio de membrana plasmatica (PMCA)

Las PMCA se encargan de expulsar Ca?* del citosol de las células
eucariotas (Figura 5). Son de expresion ubicua y con una capacidad de
transporte bajo (Strehler et al, 2007). Estas bombas ayudan a mantener la
homeostasis del calcio y a mantener un control de la sefializacion del calcio
intracelular (Strehler et al, 2007).

En humanos se han encontrado cuatro isoformas codificadas por genes
independientes que incrementan su diversidad por “splicing” alternativo, sus
extremos N- y C-terminal son las regiones menos conservadas y se encuentran
involucrados en varias interacciones proteina-proteina, como es la unién del
regulador calmodulina en el extremo C-terminal (Strehler et al, 2007). Debido a
la gran diversidad de isoformas, las PMCAs tienen una gran versatilidad
funcional y participan en diferentes procesos celulares, como motilidad
espermatica, sefializacion de retroalimentacion en el corazon y regulacion del
calcio pre y post-sinaptica en neuronas (Strehler et al, 2007). Esto se debe a su
regulacion por calmodulina, por cinasas y por otras proteinas de sefalizacion
(Strehler et al, 2007).

3.6.2.2 ATPasas de calcio de reticulo sarco/endoplasmico (SERCA)

La bomba SERCA es la responsable de la captura del ion calcio en el
reticulo sarco/endoplasmico, que es el principal centro de almacenamiento del
calcio intracelular (Wuytack et al, 2002). SERCA consiste en una sola cadena
polipéptidica plegada en cuatro dominios principales: un dominio

transmembrana M, compuesto de 10 hélices transmembranales y 3 dominios
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citosélicos. Dos de estos ultimos, el dominio actuador A y el dominio de
fosforilacion P, estan conectados al dominio M, mientras que el dominio de
union a nucleotido N, estad conectado al dominio P. Los dos sitios de union a
calcio se localizan en el dominio M (Wuytack et al, 2002).

En vertebrados se han identificado tres diferentes genes de SERCA que
por “splicing” alternativo expresan cada uno diversas isoformas de la enzima
(SERCAla/b, SERCA2a/b y SERCA3a/b/c/d/e) (Wuytack et al, 2002). Las
ATPasas SERCA se distinguen de las bombas de Ca?* de membrana
plasmética (PMCA) o incluso de las bombas SPCA por su sensibilidad a
inhibidores selectivos como tapsigargina, acido ciclopiazénico y 2,5-di-(tert-
butyl)-1,4-benzohydroquinona (Wuytack et al, 2002).

SERCA1la/b (en humanos SERCAla de 994 aminoacidos y SERCA1b
de 1001 amino&cidos) representan las isoformas mas especializadas de las
bombas de calcio y son encontradas en altas cantidades en el reticulo
sarcoplasmico de fibras de musculo esquelético de diferentes animales
(Wuytack et al, 2002).

SERCA2 parece ser filogenéticamente la mas antigua, también expresa
dos isoformas SERCA2a de 997 aminoacidos y SERCA2b de 1042
aminoacidos. SERCA2a es la principal isoforma de la bomba de Ca?* en el
reticulo sarcoplasmico de musculo cardiaco y de fibras musculares, en cambio
SERCAZ2b se ha considerado como una isoforma “house-keeping” (Wuytack et
al, 2002). En vertebrados, la isoforma SERCA2b contiene un segmento
hidrofébico con la inclinacion de formar un segmento transmembrana adicional
(Wuytack et al, 2002). La forma SERCAZ2b interactia con calreticulina o
calnexina para adquirir su propiedad funcional tipica (Wuytack et al, 2002). La
interaccion de calreticulina con SERCA2b ocurre en la presencia de Ca?*
luminal mientras que con calnexina la interaccion parece ser ademas
dependiente de la fosforilacion del residuo de serina en la posicion 562 (Ser562)
(Wuytack et al, 2002).
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Entre los vertebrados la bomba SERCA3 es la de més reciente
descubrimiento y a la fecha se han descrito cinco diferentes variantes en
humano (Wuytack et al, 2002).

3.6.2.3 ATPasas de calcio de las vias secretoras (SPCA)

Estas ATPasas se localizan en el aparato de Golgi y en levaduras se
conocen como PMR. La primera ATPasa de calcio reportada como asociada al
aparato de Golgi fue la PMR1 de Saccharomyces cerevisiae (Rudolph et al,
1989). Posteriormente se han encontrado homoélogos de esta proteina en
diferentes organismos. En el humano esta proteina se conoce como ATPasa
de calcio de vias secretoras (SPCA) (Benaim, 2004; Mitchell et al, 2004). Se
sabe gque esta ATPasa transporta calcio y manganeso, los cuales se utilizan
para llevar a cabo procesos de transporte intra-Golgi, transporte entre Golgi y

reticulo endoplasmico y para la fusién de endosomas (Vanoevelen et al, 2005).

3.6.3 Intercambiadores de calcio

Entre las diferentes vias que median el movimiento de Ca?*, el
intercambiador Na*/Ca?* se ha convertido en el mecanismo predominante para
el flujo de Ca?* a través de la membrana plasmatica, particularmente cuando
los niveles generales de Ca?* son altos (Lytton, 2007). Estos intercambiadores
transportan iones con alta capacidad, pero baja afinidad y pueden rdpidamente
expulsar iones calcio de la célula, en comparacién con las PMCA que presentan
alta afinidad, pero baja capacidad de transporte (Sharma & O'Halloran, 2014).
Los intercambiadores de Na*/Ca?* de mamiferos son miembros de tres ramas
de una larga familia de proteinas de transporte (Superfamilia CaCA (antiporter
cation/Ca?*) (Figura 6), cuya funcién principal es proporcionar control del flujo
de Ca?* a través de la membrana plasmatica o compartimentos intracelulares
(Lytton, 2007). Esta superfamilia es dividida en cinco familias nombradas por
miembros representativos caracterizados: 1) YRBG, comprende en gran parte
miembros bacterianos; 2) intercambiadores anién/Ca?* (CAX) que se

encuentran principalmente en plantas y levaduras; 3) intercambiadores
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sodio/calcio (NCX); 4) intercambiadores sodio/calcio+potasio (NCKX). NCX Y
NCKX estdn compuestos exclusivamente por miembros presentes en
vertebrados; y 5) intercambiadores catién/Ca?* (CCX), familia que contiene al
intercambiador Na* o Li*/Ca?* (NCLX) de humano, previamente llamado
NCKX6 (Lytton, 2007; Sharma & O'Halloran, 2014).

Las ramas YRBG y CAX probablemente catalizan el intercambio
H*/Ca?*; NCX y NCKX catalizan el intercambio Na*/Ca?* y Na*/Ca?*+K+,
respectivamente; y la familia CCX se ha demostrado catalizar ambos
intercambios Na*/Ca?* y Li*/Ca?* (Lytton, 2007). En mamiferos existen tres
genes NCX, cinco NCKX y uno NCLX (Sharma & O'Halloran, 2014). Bajo
condiciones fisiologicas, los intercambiadores NCX utilizan la energia
almacenada en los gradientes transmembranales de sodio para permitir el flujo
de iones sodio y la expulsion de un ion calcio (Sharma & O'Halloran, 2014). La
bomba realiza el intercambio de los iones en una relacion de 1:3 (una molécula
de calcio por tres moléculas de sodio) (On et al, 2008). Los intercambiadores
NCKX, al igual que las NCX se localizan en membrana plasmatica, expulsan
una molécula de calcio y una de potasio por cada cuatro moléculas de sodio

gue entran (Kang et al, 2005).
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Figura 6. Filogenia de la superfamilia antiporter cation/calcio (CaCA).
Arbol filogenético de 147 miembros de la superfamilia de CaCA (Lytton,
2007).

3.6.3.1 Topologiay estructura

Los intercambiadores de calcio tienen una topologia general de 10
dominios transmembranales; en los dominios transmembranales 2-3 y 7-8
existen dos dominios conocidos como alfa repetidos (a1 y a2), dentro de los
cuales se localizan los residuos esenciales para la union y el transporte de los
iones (Sharma & O'Halloran, 2014). En NCX1, los sitios de unién a calcio
extracelular son E113y D814; los sitios de unidn intracelular de sodio son S109,
S110, N143, S811, S838 y N842; y los sitios de union extracelular de sodio son
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S139 y T810 (Sharma & O'Halloran, 2014). Entre las regiones
transmembranales 5y 6, NCX1 tiene un asa intracelular larga que contiene dos
dominios (CBD1 y CBD2) que unen iones calcio o sodio y son requeridos como
sensores de los iones intracelulares, la uniébn de iones calcio activa al
intercambiador, mientras que la unién de iones sodio promueve la inactivacion
(Brini & Carafoli, 2011). CBD1 es el sensor primario que detecta bajos
incrementos de calcio citosolico, sometiéndose a cambios estructurales que
activan el intercambiador (Brini & Carafoli, 2011). CBD2 sufre moderados
cambios estructurales y se une a calcio solo en concentraciones elevadas (Brini
& Carafoli, 2011). El funcionamiento del intercambiador es completamente
reversible, y la direccion del movimiento de los iones transportados depende
totalmente de los gradientes electroquimicos de sodio y calcio y en el numero
de iones que se unen y son transportados (Brini & Carafoli, 2011; Sharma &
O'Halloran, 2014). Esta asa también contiene un dominio denominado péptido
inhibidor de intercambiador (XIP) que tiene la propiedad de inactivar el
transporte de sodio (Sharma & O'Halloran, 2014).

No se tiene aln una estructura de cristal para la proteina completa de
estos intercambiadores en eucariontes, sin embargo, recientemente se propuso
la estructura cristalina para el “antiporter” de calcio en levadura (Vcx1), el cual
pertenece a la familia de transportadores calcio/protén (Sharma & O'Halloran,
2014). En hongos y plantas se han encontrado intercambiadores CCX que
tienen propiedades estructurales y fisiol6gicas similares a los intercambiadores
NCX (Sharma & O'Halloran, 2014).

3.6.3.2 Inhibidores

Derivados de benzyloxyfenilos (KB-R7943, SEA0400 Y SN-6) son
considerados inhibidores selectivos de NCX (Flores-Soto et al, 2012; Iwamoto,
2004; lwamoto et al, 2004). Cationes divalentes y trivalentes (Ni*, Cd?* y La%")
y compuestos organicos como bepridil y 3°,4 diclorobenzamida, pueden actuar
como inhibidores de NCX, sin embargo, son poco especificos ya que bloquean

otros transportadores de iones y canales (lwamoto, 2004). En 1996, el
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compuesto KB-R7943 fue desarrollado como inhibidor selectivo de NCX, sin
embargo, se ha reportado que posee acciones no especificas sobre canales
iGnicos, receptores de acetilcolina nicotinicos neuronales, el receptor N-metil-
D-aspartato y el transportador norepinefrina (lwamoto, 2004). Por otra parte, el
compuesto SN-6 muestra una potencia de inhibicién similar a KB-R7943, pero
es mas especifico para NCX1 (lwamoto, 2004).

En 2001 se describié que el compuesto SEA0400 es un inhibidor mas
potente y selectivo de NCX (Matsuda et al, 2001). SEA0400 es altamente
especifico para NCX debido a que no inhibe otros receptores, canales o
transportadores (lwamoto, 2004; Matsuda et al, 2001). El dominio de
interaccidon de cada derivado benzyloxyfenilo difiere entre isoforma. Para KB-
R7943 la regidén a-2 es la responsable de la respuesta de la droga entre NCX1
y NCX3 (lwamoto, 2004). La diferencia en la respuesta a SEA0400 y SN-6 esta
en la region de la primera asa intracelular y quinta transmembranal (y parte de
la region XIP) (lwamoto, 2004; lwamoto et al, 2004). Por medio de mutagénesis
dirigida se conoce que los inhibidores poseen determinantes moleculares para
la interaccion con NCX (lwamoto, 2004; lwamoto et al, 2004). Los residuos F-
213 y V-227/Y-228 son determinantes especificos para la inhibicién por
SEA0400 y SN-6 (lwamoto, 2004).

3.7 Transporte de calcio en protozoarios parasitos

El Ca?* también es fundamental en procesos de sefializacién en
pardsitos protozoarios, como E. histolytica, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma
brucei, Leishmania sp, Plasmodium sp, Toxoplasma gondii, Cryptosporidum
parvum, Giardia lamblia y Trichomonas vaginalis. Por ejemplo, se sabe que el
calcio controla un niamero importante de eventos en parasitos apicomplexa
incluyendo motilidad, secrecién y diferenciacién (Moreno & Docampo, 2003).
La homeostasis de calcio en parasitos protozoarios es mediada por varios
organelos, como el reticulo endoplasmico, mitocondrias y acidocalcisomas que

secuestran calcio intracelular. Sin embargo, se conoce muy poco sobre los
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sistemas que controlan la homeostasis o regulan la sefalizacién del calcio en
estos microorganismos.

El andlisis de los genomas de los apicomplexa Plasmodium spp,
Cryptosporidum spp y Toxoplasma gondii (Nagamune et al, 2008) revelo la
presencia de varias ATPasas de calcio, incluyendo una sola ATPasa de tipo
SERCA que se ha propuesto como el blanco del farmaco artemisina (Eckstein-
Ludwig et al, 2003; Nagamune et al, 2007), varias ATPasas similares a SPCA
y un solo intercambiador del tipo CAX. Ademas, T. gondii mostré la presencia
de canales de calcio dependientes de voltaje, un homoélogo de calmodulina y
una ATPasa de membrana plasmética del tipo PMCA (TgA1l) (Nagamune et al,
2008). También, en C. parvum se caracterizd una ATPasa de calcio similar a
una ATPasa de P. falciparum (PfATPase4) (Zhu & Keithly, 1997). El
intercambiador tipo CAX de P. falciparum se localiza en la membrana interna
de la mitocondria, donde se sugiere participa en el transporte de calcio de este
organelo al citosol (Rotmann et al, 2010). Por otra parte, el intercambiador CAX
de P. berghei se expresa solamente en las etapas sexuales del desarrollo
(preferencialmente en el gameto femenino) y el “knockout” del gen es letal en
el desarrollo de oocinetos (Guttery et al, 2013).

Por otra parte, en los trypanosomatidos se han identificado diferentes
proteinas involucradas en el transporte de calcio, incluyendo canales de calcio
tipo VGCC y TRP, ATPasas de calcio tipo PMCA y SERCA, un receptor a IP3
localizado en acidocalcisomas y un intercambiador tipo CAX (Ramakrishnan &
Docampo, 2018). En Trypanosoma brucei el intercamibiador tipo CAX se
sugiere que participa en la liberacion de calcio debido a un incremento de sodio
mediado por un intercambiador de Na*/H* (Vercesi & Docampo, 1996).

En Trichomonalas vaginalis se identificaron cuatro ATPasas de calcio,
una de las cuales corresponde al tipo de SERCA (Meade et al, 1997; Shah et
al, 2002), mientras que en Giardia lamblia se detect6 un compartimento de
almacenaje de calcio sensible a tapsigargina, sugiriendo la presencia de una
ATPasa de calcio del tipo SERCA (Reiner et al, 2003).
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4 ANTECEDENTES PARTICULARES
4.1 Importancia del calcio en Entamoeba sp.

El flujo del ion calcio esta involucrado tanto en la patogénesis como en
el desarrollo de Entamoeba sp. Cuando E. histolytica inicia el proceso
citopatogénico, los trofozoitos se adhieren a la célula blanco a través de
diversas adhesinas, y se ha visto que este evento se inhibe por bloqueadores
de canales de calcio, como bepridil y verapamil (Ravdin et al, 1982). Por otra
parte, el calcio induce la exocitosis de vesiculas &cidas, las cuales pueden
contener cisteina proteasas, enzimas involucradas en el proceso
citopatogénico de la amiba (Ravdin et al, 1988b). Ademas, se ha reportado que
antagonistas de calcio, blogueadores de canales de calcio e inhibidores de
calmodulina inhiben el crecimiento de E. histolytica y el crecimiento y
enquistamiento de E. Invadens, un parasito de reptiles que se usa como modelo
de enquistamiento de Entamoeba sp. (Makioka et al, 2001).

La liberacion del calcio de depdésitos intracelulares presentes en los
trofozoitos es promovida por el inositol 3-fosafato (IP3) y el inositol 4-fosfato
(IP4), lo que sugiere que en la amiba existen estructuras que funcionan como
depdsitos del ion calcio y que muy probablemente correspondan al reticulo
endoplasmico (Raha et al, 1994; Raha et al, 1995). Por otra parte, la liberacion
de calcio provoca la activacion de diversas cinasas y proteinas unidoras de
calcio (CaBPs) en este parasito. A la fecha, se han descrito dos isoformas de
estas Ultimas: EhCaBP1 y EhCaBP2 (Jain et al, 2008). EhCaBP1 se une
directamente a actina, y la sobreexpresion de una mutante de EhCaBP1 con
menor afinidad a calcio tiene como resultado una baja proliferacion de la amiba,
una eritrofagocitosis deficiente y una baja activacion de cinasas enddgenas que
pueden estar involucradas en procesos de sefalizacion implicados en la
formacion del fagosoma (Jain et al, 2008; Sahoo et al, 2004). EnCaBP2 es una
proteina monomérica de 15 kDa, que al igual que EhCaBP1, presenta cuatro
dominios de unién a calcio (EF-hand) y esta involucrada en la via de

transduccion de sefales de calcio (Chakrabarty et al, 2004). Las dos isoformas
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son funcionalmente diferentes, y se unen a conjuntos de proteinas diferentes
de manera dependiente de calcio (Chakrabarty et al, 2004).

El calcio también se encuentra involucrado en la regulacion
transcripcional de E. histolytica. URE3-BP es un factor de transcripcion que
modula la expresion genética de al menos un factor de virulencia, la subunidad
pesada de la lectina Gal/GalNAc 5 (hgl5) (Gilchrist et al, 2003). Este factor se
une al motivo URE3 (upstream regulatory element 3) presente en el promotor
del gen y esta unioén es regulada por la unién a calcio. En ensayos in vitro, la
adicién de calcio inhibe la union de URE3-BP a la secuencia URES, y por tanto
modifica la expresion de la lectina Gal/GalNac y posiblemente de otros factores
de virulencia (Gilchrist et al, 2003).

A pesar de la importancia de calcio en diversos procesos celulares de E.
histolytica, poco se sabe acerca de los eventos y moléculas que participan en

la regulacién de los niveles intracelulares de este ion.

4.2 Canales i6nicos en E. histolytica

Hasta el momento no se han identificado canales de calcio en E.
histolytica, s6lo se ha reportado la secuencia de dos canales ionicos,
correspondientes a canales de cloro (EhCIC-A y EhCIC-B) (Salas-Casas et al,
2006). Analisis filogenéticos muestran que estos canales codificados por la
amiba pertenecen a la familia de canales de cloro de membrana plasmatica, lo
cual fue confirmado para EhCIC-A mediante el uso de anticuerpos especificos,
los cuales localizaron al canal en la membrana plasmatica de la amiba (Salas-
Casas et al, 2006). Mediante ensayos electrofisiolégicos en ovocitos de
Xenopus laevis que expresaban el canal de cloro EhCIC-A se mostro que este
tiene especificidad por el ion cloro y que esta implicado en la regulacion del pH

y el volumen celular (Salas-Casas et al, 2006).

4.3 ATPAsas de calcio en E. histolytica
Como se menciond anteriormente, hasta el momento no se ha

identificado en este pardasito ningun canal de calcio, pero si se ha mostrado la
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presencia de ATPasas de calcio (Ca?*-ATPasas). Una de estas bombas
corresponde a una proteina de 1086 aminoacidos relacionada con las ATPasas
de calcio del tipo PMCA de Trypanosoma cruzi y Dictyostelium discoideum
(Ghosh et al, 2000). Cuando esta PMCA se expreso fusionada a un repetido de
quitinasa en el extremo C-terminal, se encontré que ésta se localizaba en
vacuolas cercanas a la periferia de la amiba y no en la membrana plasmatica,
como era de esperarse (Ghosh et al, 2000).

En nuestro grupo de trabajo, mediante un analisis in silico se identificaron
ocho secuencias génicas que podrian codificar para ATPasas de calcio en E.
histolytica (Martinez-Higuera et al, 2013). De estas posibles ATPasas de calcio
solo cinco, incluyendo la reportada por Ghosh et al (Ghosh et al, 2000),
contienen todas las caracteristicas de una Ca?*-ATPasa tipica: 10 dominios
transmembranales, un dominio N-terminal que une al nucle6tido ATP, el
dominio E1-E2 que une al calcio, el dominio de hidrolasa que se encarga de la
hidrolisis del ATP y un dominio C-terminal que podria tener funcién reguladora
(Wuytack et al, 2002). Experimentos de RT-PCR mostraron que las cinco
ATPasas de calcio putativas se expresan en los trofozoitos de E. histolytica
(Martinez-Higuera et al, 2013), sugiriendo que todas ellas podrian participar en
la regulacién de la concentracion intracelular de calcio en este parasito.

Mediante analisis filogenéticos se encontrd que tres de estas secuencias
se agrupan con ATPasas de calcio de membrana plasméatica (PMCA), una con
la ATPasa de calcio de reticulo endoplasmico (SERCA) y una ultima con las
ATPasas de calcio de Golgi (PMR1/SPCA) (Martinez-Higuera et al, 2013).

La probable ATPasa del tipo SERCA, contiene en su extremo C-terminal
una secuencia HDDL similar al motivo de retencion al reticulo endoplasmico de
Saccharomyces cerevisiae (HDEL), difiriendo en un residuo de glutamato por
aspartato (Martinez-Higuera et al, 2013). La incubacion de trofozoitos con un
bloqueador especifico de SERCA, tapsigargina, causo una disminucion en sus
propiedades de virulencia in vitro (adhesion, efecto citopatico y fagocitosis),

denotando que la amiba cuenta con un reticulo endoplasmico funcional que
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contiene una proteina homéloga a la ATPasa del tipo SERCA (EhSERCA)
(Martinez-Higuera et al, 2013).

Para iniciar la caracterizacion de EnSERCA, se inmunizaron ratones con
un péptido sintético correspondiente a una secuencia especifica de dicha
proteina para obtener anticuerpos contra ella (anti-EhSERCA). En ensayos de
Western blot los anticuerpos reconocieron una sola banda de aproximadamente
115 kDa en extractos totales de trofozoitos de E. histolytica (Martinez-Higuera
et al, 2013). Ensayos de inmunolocalizacibn mediante fluorescencia indirecta
detectaron a la proteina en una red citoplasmica continua, semejante a la
estructura reportada como el reticulo endoplasmico de E. histolytica (Martinez-
Higuera et al, 2013). Ademas, estos ensayos de microscopia confocal y otros
de microscopia electronica mostraron que EhSERCA colocaliza con
calreticulina, proteina situada principalmente en el reticulo endoplasmico
(Martinez-Higuera et al, 2013). Estos resultados sugieren fuertemente que la
proteina identificada corresponde a la ATPasa de calcio del tipo SERCA.

Utilizando el anticuerpo contra EhSERCA también se identific6 la
ATPasa de reticulo endoplasmico de E. invadens (EISERCA) y se encontrd que
su bloqueo por tapsigargina inhibe el enquistamiento, sugiriendo que el flujo de
calcio mediado por SERCA juega un papel importante en la diferenciacion del

género Entamoeba (Martinez-Higuera et al, 2015).

4.4 Identificacibn de un posible intercambiador sodio/calcio en E.
histolytica (EhCCX)

Debido a la falta de informacién acerca de proteinas que ayudan a
regular las concentraciones de calcio en E. histolytica, durante el trabajo de
Tesis de Maestria se realizé un andlisis in silico en la base de datos del genoma
de este parasito con el fin identificar un posible intercambiador de calcio (Valle-
Solis, 2013). En ese trabajo encontramos una secuencia, con numero de
acceso XP_649624.2, que pudiera corresponder a un intercambiador (Valle-
Solis, 2013). El andlisis filogenético de esta proteina mostré que este posible

intercambiador se agrupa dentro del tipo sodio/calcio (NCX), encontrando una
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cercania filogenética con intercambiadores de calcio de Arabidopsis thaliana,
Anopheles gambie, Mus musculus, Oryctolagus cuniculus, Xenopus laevis y
Homo sapiens (Valle-Solis, 2013). Ademas, mediante el programa SMART se
detectaron los dominios funcionales de transporte de calcio y sodio (NCX).
Mediante un alineamiento multiple con los que presenta fuerte relacion
filogenética se encontré que el posible intercambiador amibiano presenta los
dos a-dominios que se encuentran conservados en toda la familia de
intercambiadores con un alto valor de similitud. Mediante ensayos de RT-PCR
se demostré la expresion del gen en los trofozoitos (Valle-Solis, 2013). Todos
estos resultados sugieren la presencia de un intercambiador de calcio en E.
histolytica, por lo tanto, caracterizar este posible intercambiador nos podria
ayudar a conocer mas acerca de como se regulan las concentraciones de calcio
en este microorganismo parasito, evento que se ha visto tiene un papel
importante en el desarrollo, la diferenciacion y el proceso patogénico de

Entamoeba sp.
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5 JUSTIFICACION

En E. histolytica el ion calcio tiene un papel importante en el proceso
patogénico, en la regulacidon transcripcional de este parasito, ademas de
regular el enquistamiento en E. invadens.

A pesar de esto, se conoce poco acerca de las proteinas encargadas de
regular el flujo de calcio después de un proceso de sefializacion. En otros
organismos los intercambiadores de calcio participan n la restauracion de los
niveles de calcio después de una sefial. Asi, la caracterizacion funcional del
posible intercambiador sodio/calcio en amibas ayudaria a dilucidar el
mecanismo de regulacion de las concentraciones intracelulares de calcio y su
posible participacion en algunos eventos celulares, como la respuesta a

diferentes condiciones de estrés, asi como en la virulencia de este patdgeno.

6 HIPOTESIS

E. histolytica presenta un intercambiador sodio/calcio que esta
involucrado en la regulacion de la concentracion intracelular del ion calcio y
por lo tanto, en procesos de sefializacion inducidas por este ion, como la

muerte celular programada y la virulencia in vitro.
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7 OBJETIVO GENERAL
Caracterizar funcionalmente el intercambiador de calcio de E. histolytica
y analizar su participacion en la muerte celular programada y en la virulencia

in vitro.

8 OBJETIVOS PARTICULARES

. Analizar in silico la proteina del intercambiador de calcio de E. histolytica.
Localizar subcelularmente el intercambiador en los trofozoitos.

. Comparar la expresion y localizacion del intercambiador en trofozoitos de E.
histolytica y de E. dispar.

Examinar la expresion y localizacion del intercambiador durante el estrés
oxidativo y térmico.

. Analizar la localizacion y expresion del intercambiador durante Ila
eritrofagocitosis.

. Confirmar el papel del intercambiador en la regulacion de las concentraciones
intracelulares de calcio.

Evaluar el papel de la sobreexpresion del intercambiador en la muerte celular

programada y en la virulencia in vitro de los trofozoitos de E. histolytica.
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9 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

In silico
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10 MATERIALES Y METODOS

10.1 Cultivo de E. histolytica y E. dispar

Trofozoitos de E. histolytica de la clona A (cepa HM1-IMSS) (Orozco et
al, 1983) se cultivaron a 37 °C en medio axénico TYI-S-33 (Diamond et al,
1978), mientras que los trofozoitos de E. dispar (strain SAW 760) se cultivaron
axénicamente en medio YI-S (Diamond et al, 1995). El medio fue suplementado
con 15% de suero bovino inactivado por calentamiento a 56 °C durante 30 min,
3 % de mezcla de vitaminas de Diamond (KC Bioldgica, USA), 40 Ul de
penicilina (AMSA Laboratorios) y 57 pg/ml de estreptomicina (PISA). Los
parasitos se colectaron en la fase logaritmica de crecimiento por incubacion en
bafio de hielo durante 5 a 10 min, se centrifugaron a 800 x g durante 10 min a
4 °C para obtener el paquete celular, y los parasitos se lavaron dos veces con

amortiguador salino de fosfatos (PBS).

10.2 Identificacién y caracterizacion in silico de un intercambiador
catién/calcio de E. histolytica
El intercambiador putativo se caracterizd in silico usando programas

disponibles en el portal Expasy Bioinformatics Resource (http://expasy.org) y

en la pagina de NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov). El intercambiador fue

comparado con intercambiadores de otros organismos por ClustalwW vy el
analisis filogenético se realiz6 usando el algoritmo de Unweighted Pair Group
Method with Aritmetic Mean (UPGMA) en el software MEGA 5 (Tamura et al,
2011). Para validar el dendograma se realizé un “Bootstrapping” de 1000

réplicas.

10.3 Modelaje molecular
La secuencia de aminoacidos del intercambiador amibiano se analizo

mediante el servidor I-tasser (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/l-

TASSERY/) para predecir su estructura terciaria. La orientacion en la membrana

se obtuvo a través de la base de datos OPM (Orientations of Proteins in
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Membranes) (http://opm.phar.umich.edu/). La estructura tridimensional se

compard con el cristal de la proteina NCX de Methanococcus jannaschii,
obtenido de Ila base de datos Protein Data Bank (PDB)
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Los modelos obtenidos se analizaron

mediante el programa UCSF Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).

10.4 Disefio del péptido antigénico
Para la obtencion de péptidos antigénicos para el intercambiador, la
proteina codificada para la secuencia EHI_001770 se analiz6 mediante los

programas ABCpred (http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/) y Protein

Hidrophobicity plots
(http://www.vivo.colostate.edu/molkit/hydropathy/index.html), los cuales

predicen péptidos con poder inmunogénico en base a las escalas de Kyte-
Doolittle y Hopp-Woods. Para producir anticuerpos altamente especificos, los
péptidos con alto “score” fueron analizados mediante BLAST en la base de

datos de Amoeba Genomics Resource (htip://amoebaDb.org/amoeba/). El

péptido seleccionado para la produccion de anticuerpos fue sintetizado por la
casa comercial GL-Biochem acoplandole una molécula de KLH (Keyhole limpet

Hemocyanin) para incrementar su inmunogenicidad.

10.5 Inmunizacion

En la inmunizacion se utilizaron 100 pg del péptido sintético en
combinacion con el adyuvante TiterMax Classic adjuvant (1:1) (Sigma). Las
mezclas se inocularon tres veces, en intervalos de dos semanas, via
subcutanea e intramuscular, en ratas Wistar. Una semana posterior a la ultima
inmunizacion, se extrajo la sangre de las ratas, se obtuvo el suero y se
determind el titulo de anticuerpos contra el péptido (anti EnCCX) mediante

ensayos de Western blot.
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10.6 Manejo ético de los animales

El comité institucional de ética acerca del uso y cuidado de los animales,
revisé y aprobo el protocolo del uso y cuidado de los animales: dentro de los
que se incluyen ratones, conejos Yy ratas para producir anticuerpos,
establecidos en el documento CICUAL 001, en el cual se especifica que nuestra
institucion cumple la NOM-062-Z0O0-1999 que se ocupa de las
especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de
laboratorio, dadas por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion (SAGARPA), la cual verifica el cumplimiento de los
lineamientos/regulacion internacional para el uso y cuidado de los animales
usados en el laboratorio y ha verificado y aprobado el cuidado de los animales
en CINVESTAV (Numero de verificacion aprobado: BO0.02.03.02.01.908).

10.7 Extraccién de proteinas totales

Para la obtencién de las proteinas de los trofozoitos, 3 x 10° células se
cosecharon enfriando en hielo de 5 a 10 min, los trofozoitos se lavaron dos
veces con PBS y se centrifugaron a 201 x g durante 5 min a 4 °C.
Posteriormente, se agregaron 120 pl del amortiguador RIPA 1X (20 mM Tris-
HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1ImM EGTA, 0.1% NP-40 1% desoxicolato de sodio),
mas una mezcla de inhibidores de proteasas (3 mM TLCK, 3mM IA, 3 mM NEM,
1 mM PMSF). La lisis celular se llevé a cabo realizando pases consecutivos de
congelacion en nitrégeno liquido y descongelacién con agitacion en vortex a
temperatura ambiente. Los extractos amibianos se almacenaron en alicuotas a

-80° C hasta su uso.

10.8 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizdé por el método DC Protein
Assay (BIO-RAD). Para ello, primero se preparé una curva estandar con
albumina de suero bovino (BSA) colocando de 1 a 10 pl de una solucién con
concentracion de 1mg/ml, asi como la cantidad suficiente de agua para

alcanzar un volumen total de 5 ul. Entonces, se agregaron 25 pl de reactivo A
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en cada pozo, posteriormente 200 ul de reactivo B y se incubd durante 15 min
a temperatura ambiente. Posteriormente, la absorbancia a 750 nm de cada
muestra se midié en un lector de ensayos de ELISA (Tecan Sunrise). Como
blanco se utilizé una mezcla de 5 pl de agua miliQ/desionizada, 25 pl de reactivo
A'y 200 pul de reactivo B. Con la lectura obtenida se realiz6 una curva estandar,
graficando la concentracion de BSA en el eje de las X y la absorbancia obtenida
en el eje de las Y. Para determinar la concentracion de proteina problema, en
las mezclas de reaccién se coloc6 1 pl de la muestra y la absorbancia obtenida

se interpolé en la curva estandar.

10.9 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La separacion de proteinas por electroforesis se realizd en geles de
poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes. Para ello, el gel
separador se preparé con los siguientes reactivos: acrilamida 10%, Bis-
acrilamida 0.9%, Tris-HCI 1.5 M (pH 8.8), SDS al 0.1%. PSA (persulfato de
amonio) 0.1% y 0.15% de TEMED; mientras que el gel concentrador se prepard
con acrilamida 29%, Bis-acrilamida 0.9%, Tris-HCI 0.5 M (pH 6.8), SDS al 0.1%,
PSA 0.1% y 0.15% de TEMED; como amortiguador de corrida se utilizd una
solucion de Tris 0.25 M y glicina 1.9 My 0.1% de SDS. La electroforesis se
llevé a cabo manteniendo un voltaje constante de 110 V (25 miliamperios) por
60 min. Después de la separacion de las proteinas en los geles de
poliacrilamida, éstos se tifieron durante 20 min con azul de Coomassie al 0.05%
en metanol al 50% y &cido acético al 10% a temperatura ambiente y en
agitacion. Para destefiir los geles, éstos se incubaron en una solucion de
metanol al 5% y acido acético al 7% en agitacion, hasta que las bandas de

proteinas aparecieron en color azul sobre un fondo transparente.

10.10 Western Blot
Después de la separacion electroforética, las proteinas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa. El gel y la membrana de nitrocelulosa con un poro

de 0.45 um (Millipore) se equilibraron por 40 min en la solucién amortiguadora
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de transferencia (Tris-HCl 48 mM; glicina 39 mM pH 8.3 y metanol al 20 %).
Enseguida, se realiz6 un emparedado de la siguiente manera: primero se
colocé la unidad de transferencia (BioRad) en una bandeja con la solucion
amortiguadora, después se coloco un cojinete de fibra “Scotch Brite” y después
dos capas de papel filtro previamente humedecidos en la solucion
amortiguadora, sobre el papel filtro se coloco el gel hacia al catodo y sobre éste
el papel de nitrocelulosa hacia el anodo. Posteriormente, se coloc6 otro pedazo
de papel filtro, y encima otro cojinete de fibra. Por dltimo, la unidad se cerré y
se coloco en la camara de transferencia (BioRad), la cual contenia la solucién
amortiguadora de transferencia. La transferencia se realiz6 a 100 V durante 2
h, la corriente inicial fue de 0.2 mA y se incrementd lentamente hasta 0.7 mA.
Cuando la transferencia termino, el gel tifid con azul de Coomassie para
verificar la eficiencia de la transferencia, mientras que la membrana de
nitrocelulosa se incub6 en agitacién durante toda la noche a 4 °C con PBS-
Tween 20 al 0.5 % (Sigma) con leche descremada al 3 % (BioRad) (PBS-
Tween-leche), para bloquear las uniones inespecificas. Después, las
membranas se incubaron a 4 °C en agitaciéon durante toda la noche con el
primer anticuerpo (policlonal anti-EhCCX) diluido 1:3000 en PBS-Tween-leche.
Posteriormente, el exceso de anticuerpo se eliminé lavando la membrana de 3
a 4 veces con PBS-Tween por 5 min a temperatura ambiente. Después, la
membrana de nitrocelulosa se incubd por 4 h a temperatura ambiente con el
segundo anticuerpo (anti-lgG de rata acoplado a peroxidasa) (Zymed) en una
dilucion de 1:12000 en PBS-Tween-leche. Las membranas se lavaron por 5 min
a temperatura ambiente, dos veces con solucion amortiguadora de fosfatos 20
mM pH 7.4, NaCl 150 mM y por altimo se lavo con solucién amortiguadora de
fosfatos 50 mM. Finalmente, las membranas se lavaron y revelaron por
quimioluminiscencia (ECL Plus, Amersham), de acuerdo con el protocolo del
fabricante.

Para comparar el nivel de expresion del intercambiador en E. histolytica
(EhCCX) con el de E. dispar (EACCX) o para analizar los niveles de expresion

de EhCCX en trofozoitos sometidos a diferentes condiciones (en presencia de
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1 mM de H202, sometidos a 42 °C, o durante la eritrofagocitosis) se realizaron
ensayos de western blot usando el anticuerpo anti EnCCX como se describio
anteriormente. Posteriormente, las membranas se incubaron con un anticuerpo
contra actina (1:20,000) (amablemente donado por el Dr. José Manuel
Hernandez-Hernandez, CINVESTAV-IPN), el cual se usé como un control
interno de carga. La banda detectada por el anticuerpo anti EnCCX se analizé
por densitometria y los datos se normalizaron con respecto al contenido de
actina, de acuerdo con la reactividad del anticuerpo contra esta proteina. Para
el analisis semi-cuantitativo, la expresion relativa de EnCCX en los trofozoitos

obtenidos en la condicidn basal se tomd arbitrariamente como 1.

10.11 Microscopia de inmunofluorescencia

Las amibas se desprendieron de las cajas de cultivo por enfriamiento en
hielo y se vertieron a cajas de seis pozos (2 ml/pozo) (Costar) a las cuales
previamente se les coloco un cubreobjetos estéril. Las células se incubaron por
1 h a 37°C para permitir la adherencia de las amibas al cubreobjetos. Las
muestras se fijaron con paraformaldehido al 4% incubando a 37°C por 40 min
y se lavaron con PBS (pH 7.4). Posteriormente, las células se permeabilizaron
con PBS-Triton X-100 al 0.5%, incubando a 37°C por 40 min y se lavaron dos
veces con PBS (pH 7.4). Los sitios de union inespecificos se bloquearon con
albumina al 1% durante 1 h a 37°C. Después, se agrego el anticuerpo primario
toda la noche a 4° C. Posteriormente se lavo con PBS hasta eliminar el exceso
de anticuerpo primario y se agreg0 el anticuerpo secundario anti-IgG de rata
conjugado con Alexa 555 (ZYMED) (1:400) por 1 h a 37°C. Nuevamente se lavo
hasta eliminar el exceso de anticuerpo secundario. Para la tincion de nucleos,
las muestras se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente con 10 ul de
4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma). El montaje de las muestras se realizo
utilizando 7 pl del medio de montaje para fluorescencia VECTASHIELD
(VECTOR Laboratories, Inc. H-1000). Finalmente, las muestras fueron
examinadas en un microscopio de epifluorescencia (Olympus Latin America Inc

BX41) y en un microscopio confocal (Carl Zeiss LSM700). Las observaciones
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se realizaron en aproximadamente 20 cortes Opticos desde la parte superior
hasta la parte inferior de las muestras.

Para los ensayos de inmunocolocalizacion durante la fagocitosis, los
trofozoitos se incubaron por 5, 10, 15y 30 min a 37° C con eritrocitos humanos
(1:25) de un donador sano. Posteriormente se realiz6 la inmunolocalizacion
como se describié anteriormente.

Para los ensayos de co-localizacion, después de incubar con el
anticuerpo anti EhCCX, las muestras se incubaron con anticuerpos de conejo
contra EhSERCA (1:50) (Martinez-Higuera et al, 2013), EhRabB (1:25)
(Rodriguez et al, 2000), EhNPC-1 (1:100) (Bolanos et al, 2016); o con
anticuerpos de raton contra la lectina Gal/GalNac (1:50) (Petri et al, 1987).
Subsecuentemente, las muestras se incubaron con anticuerpos secundarios
contra IgGs de rata conjugados con Alexa 555, anti IgGs de conejo marcados
con Alexa 488, o anti igGs de raton conjugados con FITC (Zymed 1:100). Para
la deteccion del aparato de Golgi, los trofozoitos se incubaron con 5 uM de NBD
C6- Ceramida (Thermo Fisher Scientific) durante 90 min a 37 °C. Entonces, las
muestras se analizaron por microscopia confocal como se describio
anteriormente. Posteriormente, se obtuvieron los coeficientes de co-
localizacion de Pearson de al menos 15 imagenes independientes (secciones

de 0.5 um) usando el software ImageJ 1.45v con el complemento JACoP.

10.12 Microscopia electronica de transmisiéon (MET)

Para los experimentos de inmunomarcaje con oro coloidal, los trofozoitos
fueron fijados con paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 0.5% en PBS
durante 1 h a TA. Entonces, las muestras fueron embebidas en resina LR White
(London Resin Co) y polimerizadas bajo la luz UV a 4° C durante 24 h.
Posteriormente, cortes de 60 nm se montaron en rejillas de niquel vy
posteriormente se incubaron toda la noche con anticuerpos especificos a-
EhCCX (1:20), después se incubaron con su respectivo anticuerpo secundario

(1:60) acoplado a particulas de oro de 20 nm. Posteriormente, los cortes fueron
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contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo y se observaron con el

microscopio de transmision Joel JEM-1011.

10.13 Aislamiento de DNA gendmico de trofozoitos de E. histolytica

Los trofozoitos fueron cosechados y el DNA gendmico fue extraido
mediante la utilizacién del kit Wizard SV genomic DNA purification system
(Promega). Los trofozoitos se lavaron con PBS, para posteriormente afiadir 150
Ml del amortiguador de lisis Wizard SV (Promega). El lisado se transfirio a la
minicolumna/tubo de coleccién Wizard SV (Promega) y se centrifugd a 13 000
X g por 3 min en una microcentrifuga. Posteriormente se separoé la minicolumna
y se descarto el liquido del tubo de coleccién, la minicolumna se colocé de
nuevo en el tubo de coleccidn, se anadieron 650 pl de la solucién de lavado
Wizard SV (etanol al 95%) y nuevamente se centrifugd a 13 000 x g por 1 min,
para después descartar el liquido del tubo de coleccion. Los lavados con la
solucion de lavado, la centrifugaciéon a 13 000 x g por 1 min y el desecho del
liguido del tubo colector se repitié en un total de tres veces. Después del ultimo
lavado, el tubo de coleccién se vacio, se reensamblé en la minicolumna y se
centrifugd a 13 000 x g por 2 min hasta secar la matriz. La columna se removio
y se colocd en un tubo colector nuevo. Posteriormente a la minicolumna se le
agregaron 250 ul agua libre de nucleasas previamente calentada a 65 °C.
Finalmente, para eluir el DNA, la columna se centrifugd a 13 000 x g por 1 min

y el eluido se almacend a -70°C, hasta su uso.

10.14 Disefio de oligonucleotidos iniciadores y PCR

Para obtener el gen Ehccx (XP_649624.2) se diseflaron dos
oligonucledtidos iniciadores: el iniciador en sentido se obtuvo utilizando la
secuencia localizada en las posiciones 1-33 con respecto al codon de inicio de
la traduccion (5-TGAAACAGATGAATAAAATTTATATTATATTA-3’), a este
oligonucledtido se le afiadio la secuencia de nucleotidos que es reconocida por
la enzima de restriccion BamH | y cuatro bases mas que sirvieron para el

posicionamiento de la enzima, obteniendo el oligonucledtido final:
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5-CCCCGGTACCATGAAACAGATGAATAAAATTTATATTATATTA-3
El oligonucledtido antisentido correspondié a la secuencia complementaria
reversa localizada al final del gen codificante (1516-1542) (5'-
TTAACCAAACAGTTTAAAAACGTTAA-3), al cual se le agreg6 la secuencia de
reconocimiento para la enzima de restriccion Kpnl y cuatro bases mas para
obtener el oligonucledtido antisentido final:
5'-CCCCGGTACCATGAAACAGATGAATAAAATTTATATTATATTA-3'

Para la amplificacion del gen por PCR se utilizé un volumen de reaccion
de 50 pl que contenia 200 ng de DNA gendmico de E. histolytica, 1uM de cada
iniciador, 10 mM dNTPs (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 2 mM MgClz, 1U de la
enzima DNA polimerasa de alta fidelidad KAPA HiFi (KAPABIOSYSTEMS). La
amplificacion se realizd en un termociclador Select Cycler (Select BioProducts),
utilizando las condiciones descritas en la Tabla 2. Como control negativo se
realizd la misma reaccién, pero en ausencia de DNA molde. Los productos de
PCR se analizaron en geles de agarosa al 1% en TBE 1X (Tris-borato 0.090 M,
EDTA 0.002 M, pH 8.0). La amplificacion del gen Ehccx fue confirmada por
secuenciacion.

Tabla 2. Condiciones para la amplificacion del gen Ehccx.

Desnaturalizacion . .
o 94° C 3 min 1 ciclo
inicial
Desnaturalizacion 94° C 45 s
Alineamiento 56° C 1 min

35 ciclos
Extension 72°C 3 min
Extension final 72°C 10 min 1 ciclo
Temperatura final 4° C o0
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10.15 Electroforesis de DNA en geles de agarosa

La separacion del DNA se realizd mediante electroforesis en geles de
agarosa a una concentracion de 1%, los cuales se prepararon en amortiguador
de Tris-Boratos-EDTA (TBE). Para ello, las muestras se mezclaron con
amortiguador de carga (azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25% vy glicerol).
La electroforesis se llevo a cabo manteniendo un voltaje de 70 V constante por
60 min. Como marcadores de tamafio molecular se utilizaron los fragmentos
del fago lambda digerido con Hind Il (Invitrogen) y marcadores de 1 Kb (100 a
12 000 pb) (Invitrogen). Para la deteccion del DNA, los geles se tifieron con
bromuro de etidio al 0.5 pg/ml y el DNA se visualizé en un transluminador de
luz UV (Transilluminator UVP).

10.16 Preparacién de células competentes de Escherichia coli.

Una colonia de la cepa DH5a de Escherichia coli se cultivé a 37°C en
medio LB con agitacion continua por 12-14 h. Al dia siguiente se adicionaron
1000 pl del cultivo a un matraz conteniendo 250 ml de medio LB fresco y se
incub6 a 37°C con agitacién hasta obtener una densidad 6ptica (DO) de 0.5 a
una longitud de onda de 600 nm. Posteriormente, el cultivo se transfirié a un
tubo Falcén de 50 ml estéril y se centrifugd a 1800 x g a 4°C durante 5 min; el
sobrenadante se decanté y la pastilla se resuspendié en 20 ml de CaCl2 50 mM
frio y se incub6 a 4°C durante 20 min. Pasado este tiempo, la muestra se
centrifugd a 1800 x g a 4°C durante 5 min y la pastilla se resuspendi6é en 4 ml
de CaCl2 50 mM frio, finalmente las células se almacenaron a 4°C hasta por
una semana.

Para la cepa XL10 Gold (Agilent Genomics), una colonia de bacterias se
sembré en medio LB en una cantidad de 2-3 ml en un tubo falcén de 15 mly se
incubd con agitacién continua a 37°C toda la noche. Posteriormente se tomd 1
ml del cultivo y se adicion6 a 250 ml de medio fresco y se incubd con agitacion
continua hasta que se alcanzé una absorbancia de 0.5 a una longitud de onda
de 600 nm. Enseguida, las células se cosecharon en 4 tubos falcon de 50 ml,

se centrifugd por 10 min a 1800 x g a 4°C y se desecharon los sobrenadantes.
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Las pastillas de bacterias se resuspendieron muy suavemente en 4 ml (por
tubo) de la solucion TFB1 (RbCI 100 mM, MnClz 50 mM, KAc 30 mM, CaClz 10
mM, glicerol 15%) y se dejaron reposar durante 55 min en hielo. Entonces, las
células se centrifugaron durante 5 min a 1800 x g a 4°C, se desecharon los
sobrenadantes y las pastillas celulares se resuspendieron en 1.25 ml (por tubo)
de la solucion TFB2 (MOPS 10mM, RbCI 10 mM, CaClz 75 mM, glicerol 15%)
por tubo. Finalmente, se realizaron alicuotas de 50 0 100 pl en tubos eppendorf

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

10.17 Transformacion de células competentes

Para la transformacion se utilizaron 50 pl de células competentes, a las
cuales se les agregaron 1 pl de plasmido (20-50 ng) o el volumen total de la
reaccion de ligacion y se incubaron en hielo por 10 min y después a 42°C por
45 s. Enseguida, las muestras se colocaron en hielo durante 10 min,
transcurrido este tiempo se adicionaron 200 pl de medio LB y se incubd durante
1 h a 37°C en agitacion constante (200 rpm). Posteriormente, las células se
espatularon en cajas de Petri con agar—LB-ampicilina (50 pyg/ml) y se incubaron
a 37 °C por 12 h.

10.18 Clonacion del gen Ehccx en el vector PCR 4 TOPO

El producto de PCR (gen Ehccx) se cloné en el vector de transito PCR 4
TOPO (Invitrogen) siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante, obteniendo
la construccion PCR 4 TOPO/Ehccx, con la cual se transformaron bacterias
competentes. La clonacion se verifico mediante la digestion del DNA plasmidico

aislado de las bacterias transformadas con las enzimas BamHI y Kpnl.

10.19 Extraccién de DNA en pequefia cantidad (MINIPREP)

La obtencion de DNA plasmidico se realizo de la siguiente manera: una
colonia bacteriana transformada con la construccion de interés se sembro en 5
ml de medio LB-ampicilina (50 pg/ml) y se incubd a 37°C en agitacion constante

durante 16 h. Posteriormente, 1.5 ml del cultivo se vertieron en un tubo
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eppendorf de 1.5 ml y se centrifugd a 11 000 x g durante 2 min a 4°C, el
sobrenadante se decanto y la pastilla se resuspendié en 100 ul de solucion |
(glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM pH 8.0). Inmediatamente
se adicionaran 200 pl de solucién Il (NaOH 0.2 N, SDS 1%) y se incubd 5 min
en hielo; enseguida se adicionaron 150 ul de solucién Il (acetato de potasio 5
M, acido acético glacial), se incubd 5 min en hielo y se centrifugd a 11 000 x g
durante 5 min a 4°C. Entonces, el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y
se adicioné 1 ml de etanol al 100% frio y se centrifugd a 11 000 x g durante 5
min. Enseguida, se realizaron dos lavados con etanol al 70%; la pastilla se dejo
secar a temperatura ambiente y se resuspendi6 en 30 pl de agua estéril. Para
eliminar el RNA contaminante, las muestras se incubaron a 37°C con RNasa
libre de DNasa (10 pg/ul) (USB) por 20 min y posteriormente se inactivo la

enzima al incubar la muestra a 72°C durante 10 min.

10.20 Extraccién de dna en mediana cantidad (MIDIPREP)

Una colonia bacteriana transformada con el plasmido de interés se
sembrd en 5 ml de medio Luria Broth (LB)-ampicilina (50 pg/ml) y se incubo a
37°C toda la noche en agitaciébn a 200 rpm. Posteriormente, se realiz6 una
dilucion 1:500 en 100 ml de medio LB y se incubé a 37°C por 12-16 h en
agitacion constante (200 rpm). Las bacterias se cosecharon por centrifugacion
a 6000 x g por 20 min a 4°C. El paquete celular se resuspendié en 4 ml de
amortiguador PI (Tris-HCI 50 mM pH 8.0; EDTA 10 mM; 100 y/ml RNAsa A), se
adicionaron 4 ml de amortiguador de lisis P2 (NAOH 200 mM; SDS 1%)
agitando suavemente por inversion, se incubd a temperatura ambiente por 5
min y se adicionaron 4 ml del amortiguador de neutralizacion P3 (acetato de
potasio 3 M pH 5.5). Entonces, la mezcla se incub6é por 15 min a 4°C,
posteriormente se centrifugd a 3800 x g durante 30 min a 4°C y el sobrenadante
se filtr0 a través de gasas estériles. La muestra se cargo en la columna de
afinidad (QIAGEN-tip 100) previamente equilibrada con 4 ml de amortiguador
QBT (NaCl 750 mM; MOPS 50 mM pH 7.0; isopropanol 15%; Triton X-100
0.15%) e inmediatamente después se realizaron dos lavados con 10 ml de
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amortiguador QC (NaCl 1M; MOPS 50 mM pH 7.0; isopropanol 15%) para
eliminar carbohidratos, proteinas y DNA no asociados a la columna. El DNA se
eluyd con 5 ml de amortiguador QF (NaCl 1.25M; Tris 50 mM pH8.5;
isopropanol 15%) y se precipité con 3.5 ml de isopropanol, posteriormente se
centrifugé 30 min a 15 000 x g a 4°C. El sobrenadante se decanté y la pastilla
se lavo con 10 ml de etanol al 70% y se centrifugd 20 min a 15 000 x g a 4°C.
Finalmente, la pastilla se seco y resuspendié en 300 ul de agua estéril. El
plasmido obtenido se distribuyd en alicuotas y se almacené a -20°C hasta su

uso.

10.21 Clonacién del gen Ehccx en el vector pNEO

Los plasmidos pNEO (Hamann et al, 1995) y PCR 4 TOPO/Ehccx se
sometieron a una doble digestion con las enzimas BamHI y Kpnl. La digestion
se llevoé a cabo en un volumen final de 30 pl utilizando 10 U de las enzimas
BamHI y Kpnl (Invitrogen) y se incub6 a 37°C durante 2 h. Los productos de
digestion fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1% en
TBE. Las bandas correspondientes al plasmido pNeo linearizado y al gen Ehccx
liberado del plasmido PCR 4 TOPO se cortaron del gel de agarosa y se
colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 ml para la subsecuente purificacion
utilizando el kit QIAquick (QIAGEN Plasmid Midi kit). Para ello, a los fragmentos
del gel conteniendo el DNA de interés se pesaron y se les agrego tres
volumenes del amortiguador QG por volumen de gel (300 pl de amortiguador
por cada 100 mg de gel). Posteriormente, la agarosa se disolvié incubando la
muestra a 50°C por 10 min, transcurrido este tiempo, se anadieron 5 pl de
acetato de sodio 3M pH 5 y después un volumen de isopropanol. Enseguida, la
muestra se transfirié a la columna QIAquick y se centrifug6 por 1 min a 10 600
X g. El sobrenadante se descartd, a la columna se le adicioné 0.5 ml de
amortiguador QG y se centrifugd por 1 min. Posteriormente, a la columna se
agrego 0.75 ml de amortiguador de lavado PE y se centrifugé por 1 min.
Finalmente, el DNA se eluyé agregando 20 pl de agua a la columna y

centrifugando a 11 000 x g. EI DNA obtenido se cuantificé en geles de agarosa
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al 1% en TBE 1X, utilizando como referencia las concentraciones conocidas de
los fragmentos de DNA del fago lambda digerido con la endonucleasa Hindlll.
Para la clonacion, el vector pNeo digerido y purificado (50 ng) se mezclé
con la cantidad necesaria del gen Ehccx digerido y purificado para tener una
relacion molar de 1:3 o0 1:6 (vector:inserto), 1 yl (100 unidades) de la enzima T4
DNA ligasa (Invitrogen), 2 ul de amortiguador T4 DNA ligasa 5X (Invitrogen) y
agua cbp 10 pl y las mezclas se incubaron 16-18 h a 16°C. Como control
negativo se utilizé la mezcla de reaccion en ausencia del inserto. Finalmente,
células de E. coli XL10 Gold quimicamente competentes se transformaron con
la mezcla de ligacibn, como se mencion6 anteriormente. La clonacion se
verificO mediante la digestion del DNA plasmidico aislado de las bacterias

transformadas con las enzimas BamHI y Kpnl.

10.22 Transfeccion de trofozoitos

Para la transfeccioén, 3 x 10° trofozoitos se cultivaron toda la noche a 37°
C en una atmosfera de CO2 al 5%. Entonces, las células se lavaron con medio
M199 (Sigma), se resuspendierén en 1.8 ml de medio M199 suplementado con
15% de suero fetal bovino y se transfirieron a una placa de Petri de 35 mm.
Posteriormente, se agregaron 100 pl de medio M199 conteniendo una mezcla
de 10 ug de plasmido (pNeo o pNeo/Ehccx) y 10 pg de lipofectamina Superfect
(Qiagen) y se incubd durante 4 h a 37° C en una atmosfera de CO:2 al 5%.
Transcurrido este tiempo, las células se transfirieron a un tubo conteniendo 10
ml de medio TYI-S-33, se incubaron durante 48 h a 37° C y finalmente, los
parasitos transfectados fueron seleccionados en la presencia de 10 yg/ml de
G-418 (Sigma-Aldrich).

10.23 Aislamiento de RNA de trofozoitos de E. histolytica

Los trofozoitos se empastillaron a 201 x g durante 5 min a 4 °C y se
lavaron una vez con PBS (2 mM KH2POa4, 10 mM Na2HPO4, 2.7 mM KCI, 137
mM NaCl pH 7.4). Entonces, para cada 1x10’ trofozoitos se agregé 1 ml de

trizol (Sigma) y se incubd 10 min a temperatura ambiente. Al término de este
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tiempo, se agregaron 200 ul de cloroformol/trizol a los tubos y se agitaron por
30 s para después ser incubados por 10 min a temperatura ambiente.
Terminado el tiempo de incubacién, la suspension se centrifugd a 1500 x g por
15 min a 4 °C. La fase acuosa se transfiri6 a otro tubo y se le adicionaron 500
pl de isopropanol frio/trizol y se agitaron por inversion. Después, se incubo a
temperatura ambiente y se centrifug6 a 13000 x g por 10 min a 4 °C, la pastilla
de RNA se lavo una vez con 1 ml de etanol al 75% en agua tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC, Sigma) y se centrifugd a 6000 x g durante 5 min a 4 °C.
La pastilla se sec6 y finalmente, el RNA se disolvié en 30 pl de agua tratada
con DEPC.

10.24 Obtencion de cDNA

Para la sintesis del cDNA se utilizaron 5 pg de RNA a los que se les
agrego 1 ul de oligo dT (Sigma) y 10 ul de agua estéril y se incub610 min a 70
°C. Pasado el tiempo de incubacién, las muestras se pasaron a hielo por 5 min.
Posteriormente, se adicionaron 4 ul del amortiguador “First Buffer” (Sigma), 2
pl de DTT (Sigma), 1 pl de dNTPs (10 mM) (Sigma), se mezcl6é suavemente, se
incubo a 42 °C durante 4 min, se adiciond 1 pl de la enzima Superscrip Il reverse
transcriptase (Invitrogen) y se incubd nuevamente a 42 °C durante 50 min.
Después, las muestras se incubaron a 70 °C durante 15 min y entonces, se
adicionaron 2 pul de RNAsa libre de DNAsa (10 mg/ml) (Sigma). Por dltimo, las
mezclas de reaccion se incubaron por 20 min a 37 °C y se guardaron a -70 °C,

hasta su uso.

10.25 Disefio de oligonucleotidos y RT-PCR en tiempo real

Para analizar el nivel de expresion del transcrito de Ehccx, primero se
disefiaron oligonucleoétidos especificos. El oligonucledtido en sentido se disefié
utilizando la secuencia localizada en las posiciones 1024-1046 con respecto al
coddn de inicio de la traduccion (5’- TCACTGAAACACAAATCCCTTC -3). El
oligonucledtido antisentido correspondié a la secuencia complementaria
reversa de las posiciones 1182-1202 (5-CCAACTGAATTTCCCCAACA-3)).
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Los ensayos de PCR en tiempo real se realizaron en el equipo “StepOne
Real-Time PCR System” (Applied Biosystem), utilizando 100 ng de cDNA, 0.15
MM de cada iniciador y el “Master Mix KAPA SYBR FAST PCR” (KAPA
Biosystems). Las condiciones de amplificacion se muestran en la tabla 3. Los
Datos de tres preparaciones independientes de cDNA fueron analizadas
mediante el método 2-22Ct, usando como control negativo la misma reaccién en
ausencia de cDNA molde y como normalizador se utilizo la expresion del gen

que codifica para la proteina S2 de la subunidad ribosomal 40S.

Tabla 3. Condiciones para los ensayos de RT-PCR en tiempo real.

Retrotranscripcion 42° C 5 min 1 ciclo
Desnaturalizaciéon 95° C 3 min 1 ciclo
inicial

Desnaturalizaciéon 95° C 3s

Alineamiento 60° C 30s 40 ciclos
Curva de disociacion

10.26 Niveles intracelulares de Ca?*

Los trofozoitos (1X10°) se resuspendieron en 1 ml de PBS y se incubaron
por 30 min a 37 °C en la oscuridad con 4 uM del colorante sensible a calcio
Fluo-4 AM (Invitrogen). Al término de este tiempo, los parasitos se lavaron tres
veces con PBS para eliminar el colorante extracelular. Entonces, las células se
resuspendieron en 1 ml de PBS suplementado con Ca?*y Mg?* (CaCl2 0.1 mM,
MgCl2 1 mM). La sefial fluorescente se detectd por citometria de flujo usando
los filtros de 520/40 en el citbmetro BD FACSCalibur analyzer (BD Biosciences).
Para analizar los niveles de calcio citosolico durante la muerte celular
programada, a las muestras se les afladio 1 mM de H20:2 y la intensidad de
fluorescencia se analiz6 cada 40 s.
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10.27 Muerte celular inducida por perdxido de hidrogeno
Los trofozoitos (5X10°) se incubaron a 37 °C con 1 mM de H202en medio
TYI sin suero. Entonces, la viabilidad celular se midi6 durante diferentes

tiempos utilizando la técnica de exclusion de azul de tripano.

10.28 Obtencidn de eritrocitos humanos

Las muestras de sangre humana se obtuvieron por puncién venosa
usando como anticoagulante la solucién Alsever (4cido citrico 2.86 mM, citrato
de sodio 27.2 mM, cloruro de sodio 71.8 mM, dextrosa 113.7 mM, pH 6.1). La
sangre se centrifug6 a 500 g durante 10 min. El sobrenadante, que contenia el
suero y las células blancas, se elimind y la pastilla (eritrocitos) se lavd cuatro
veces con la misma solucién. Posteriormente, los eritrocitos se cuantificaron en
una camara de Neubauer, se resuspendieron en medio TYI sin suero y se

almacenaron a 4 °C hasta por no mas de una semana.

10.29 Eritrofagocitosis

Los trofozoitos se incubaron a 37°C y con agitacion suave con eritrocitos,
en una proporcién 1:50, en medio TYI sin suero a diferentes tiempos (0, 5, 10
y 15 min). Los eritrocitos no ingeridos por las amibas se lisaron con acido
acético al 3%. Las muestras se centrifugaron a 441 x g durante 5 min. El
sobrenadante se elimind y la pastilla, que contenia a las amibas que fagocitaron
eritrocitos, se lis6 con acido férmico absoluto (J. T. Baker). Finalmente, la
hemoglobina liberada de los eritrocitos ingeridos se cuantificO por
espectrofotometria a una longitud de onda de 400 nm. Estos ensayos se

llevaron a cabo tres veces por triplicado.

10.30 Actividad citopatica
Los trofozoitos (5x10°) se incubaron sobre monocapas de células MDCK
(3x10°) a 37°C hasta que la primera muestra destruy6 alrededor de un 80% de

la monocapa (aproximadamente 2 h). Para detener la accidn citopética de las
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amibas, las preparaciones se incubaron a 4°C durante 15 min. El medio con las
amibas despegadas se retird y las células epiteliales remanentes se lavaron
seis veces con PBS frio y una vez con PBS a -20°C por 2 min. Para comprobar
la completa remocion de las amibas sobre las células MDCK, se realizaron
observaciones al microscopio Optico. Posteriormente, las células epiteliales
remanentes se fijaron con glutaraldehido al 2.5% en PBS, durante 15 min a TA
y se lavaron tres veces con PBS. A continuacion, las células se tifileron con azul
de metileno al 1%, en amortiguador de boratos 0.1 M (pH 8.7) por 10 min. Se
realizaron tres lavados con amortiguador de boratos 0.01 M y el colorante
capturado por las células fue extraido con 1 ml de HCI 1N, durante 30 min a
37°C. Finalmente, el colorante extraido se cuantificd por espectrofotometria a
una longitud de onda de 660 nm. Estos ensayos se realizaron al menos tres
veces por triplicado.

10.31 Migracién celular

Trofozoitos (2.5x10%) fueron puestos en ayuno por 3 h en medio TYI sin
suero y posteriormente se colocaron en la parte superior de un transwell (poro
de 5 um de diametro, Costar). En la parte inferior del transwell se colocaron 500
ul de medio TYI con suero. Entonces, las muestras se incubaron durante 3 h a
37°C. Al final de la incubacién, los insertos superiores se removieron y se
cuantificaron los trofozoitos que migraron a la parte inferior del transwell. Estos

ensayos se realizaron tres veces por triplicado.

10.32 Anaélisis estadistico

Los datos se graficaron empleando el programa GraphPad Prism V 5.01 y los
valores representan la media * error estdndar de tres experimentos
independientes, cada uno al menos por duplicado. El andlisis estadistico se
realizé en el mismo programa, empleando las pruebas Anova o “t” student,

donde la significancia fue de *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.
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11 RESULTADOS

11.1 Analisis in silico del intercambiador sodio/calcio de E. histolytica.
Previamente se realiz6 un analisis en la base de datos de Amoeba
Genomics Resource (http://www.amoebaDb.org) para detectar un posible

intercambiador de calcio en E. histolytica, encontrando la presencia de una
secuencia de 513 aminoacidos con el numero de acceso EHI_001770 (Valle-
Solis, 2013). En el presente trabajo, al realizar un nuevo analisis de BLAST en
la base de datos AmoebaDb encontramos que soélo existe un gen codificante
para intercambiadores de calcio en E. histolytica, E. dispar, E. invadens y E.
nuttali, mientras que en E. moshkovskii se detectaron dos genes. La identidad
en secuencia del intercambiador de E. histolytica con sus ortélogos de las otras
especies de Entamoeba varié de 69 a 99%, mientras que la similitud fue de 83
a 99% (Tabla 4). Por otra parte, el intercambiador de E. histolytica mostré de
16 a 30% de identidad y de 42 a 51% de similitud con intercambiadores de
sodio/calcio de plantas, mamiferos, anfibios insectos y bacterias (Tabla 4).

De acuerdo con el programa TMHMM 2.0, la secuencia EHI_001770
tiene 10 segmentos transmembranales putativos (Figura 7), localizados en las
posiciones 65-75, 108-126, 127-147, 165-181, 187-200, 363-382, 387-403,
422-444, 461-479 y 484-501. Por otra parte, el programa SMART detect6 dos
dominios de intercambio sodio/calcio (NCX) (Figura 7) en las posiciones 62-
206 y 352-503 de la proteina amibiana. Interesantemente, la organizacion
estructural de esta proteina mostré ser similar a la del intercambiador de
calcio/litio/sodio de Homo sapiens (HsSNCLX) (NP_079235.2) (Figura 7).
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Tabla 4. Comparacion de los intercambiadores Sodio/Calcio de E.

histolytica con proteinas ortdlogos de diferentes organismos.

Numero de Longitud Identidad  Similitud Valor e
Organismos acceso (aa) (%) (%)
Entamoeba nutalli ENVI_134420 513 99 99 0.0
Entamoeba dispar EDI_138590 510 95 97 0.0
Entamoeba 0.0
invadens EIN_083040 515 67 82 ’
Entamoeba 00
moshkovskii EMO_063580 381 74 86 '
Entamoeba 00
moshkovskii EMO_049830 373 69 83 '
Arapldopss 6e-51
thaliana NP_197288.1 570 27 51
Aplysia californica XP_012946734.1 559 28 49 4e-49
Eucalyptus 6-48
grandis XP_010054949.1 604 30 53
Xenopus laevis NP_001128697.1 548 26 50 le-46
Homo sapiens NP_079235.2 584 24 46 9e-42
Anopheles e-41
gambiae XP_308488.4 535 27 47
Homo sapiens NP_995322.1 500 20 43 le-18
Homo sapiens NP_066920.1 973 16 42 6e-06
Methano?occus 56-05
jannaschii 3V5S A 320 17 46
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La estructura 3D de la proteina se realiz6 mediante el programa I-TASSER
usando como base la estructura cristalizada del intercambiador de
Methanococcus jannaschii (MJNCX) (3V5S A) y la posible estructura del
intercambiador ya caracterizado HsSNCLX. La comparacion de las estructuras
mostré que el intercambiador de E. histolytica tiene una identidad estructural
modesta con MjJNCX y HsNCLX (9.38 y 11.13% respectivamente) (Figura 8).
Sin embargo, la identidad estructural de MjNCX y HsSNCLX también es
relativamente baja (17.19%) (Figura 8). Sin embargo, las estructuras de los
repetidos a1 y a2 (que son los dominios involucrados en el transporte de los
iones) de E. histolytica mostraron una alta identidad con los de HSNCLX
(43.9% y 43.14% respectivamente) (Figura 8). Ademas, la proteina amibiana
mostré diez alfa hélices, similar a lo que se ha descrito para otras proteinas de
la superfamilia de intercambiadores (Giladi et al, 2016) (Figura 8).

Para conocer la familia de intercambiadores a la cual pertenece la proteina
amibiana se realiz6 un alineamiento multiple con miembros de las diferentes
familias de intercambiadores: YRBG (intercambiadores de bacterias), NCX
(intercambiadores Na*/Ca?*), NCKX (intercambiadores Na*/K*/Ca?*), CAX
(intercambiadores H*/Ca?*) y CCX (intercambiadores catién/Ca?*) vy
posteriormente se realizd un arbol filogenético por el método UPGMA con un
“Bootstrap” de 1000 réplicas. Este analisis agrupé a los intercambiadores del
género Entamoeba en la familia CCX, que incluye a los intercambiadores de
calcio/sodio/litio (Figura 9A). Interesantemente, los intercambiadores de otros
parasitos protozoarios diferentes a Entamoeba fueron agrupados en el clado
de la familia CAX (intercambiadores Ca?*/H*) (Figura 9A). Por lo que esta es
la primera descripcion de intercambiadores sodio/calcio en protozoarios

pardsitos.
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Figura 7. Dominios estructurales del intercambiador de E. histolytica. La
figura muestra las estructuras secundarias del posible intercambiador de E.
histolytica (EHI_001770) y del intercambiador HSNCLX. En estas
representaciones se elimind el péptido sefial de cada proteina. Ambas
proteinas contienen diez regiones transmembranales (TM1-TM10). Entre los
dominios TM5 y TM6 se encuentra un asa citoplasmica larga. Las lineas azules
indican los dominios de intercambio sodio/calcio (NCX). En los cuadros en rojo
se encuentran los dominios a1y a2 caracteristicos de los intercambiadores de

calcio.
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Figura 8. Estructura 3D del intercambiador de E. histolytica. La Estructura
3D del intercambiador de E. histolytica (verde) se realiz6 en el servidor |-
TASSER utilizando como molde el intercambiador sodio/calcio ya cristalizado
de M. jannaschii (rojo). La estructura del intercambiador amibiano también se
comparo con la estructura predicha del intercambiador de H. sapiens HSNCLX
(azul). En la estructura de la proteina amibiana, en blanco se representa la
ubicacion del péptido que se mandd a sintetizar para la produccion de
anticuerpos, en anaranjado y magenta se ubican los repetidos a1y a2. En los
paneles intermedios se muestra el traslape de las proteinas completas y en
los paneles inferiores el traslape de los a-repetidos. Los numeros indican el

porcentaje de identidad estructural.
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Para confirmar que el intercambiador de E. histolytica pertenece a la
familia CCX se realizé un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de sus
a repetidos con los correspondientes de miembros representativos de las
diferentes familias de intercambiadores de calcio. Estos dominios son
caracteristicos de la superfamilia, pero cada familia presenta aminoacidos
distintivos que estan involucrados en el transporte de los diferentes iones
(Lytton, 2007). EhCCX contiene las secuencias NGAPD en el dominio a1y
GNSIGD en el dominio a2 (Figura 9B), las cuales corresponden a las
secuencias consenso de los intercambiadores del tipo CCX (GNG(A/T)PD y
GNSIGD, respectivamente) (Lytton, 2007). Un estudio del intercambiador
HsNCLX, el cual es parte de la familia CCX, determind que los aminoacidos
N149, P152, D153 del dominio a1, asi como los residuos N467, S468, D471 y
G494 del dominio a2, participan en el transporte de los iones sodio, calcio y/o
litio (Roy et al, 2017). Interesantemente, el alineamiento de los dominios a1y
a2 demostré que el intercambiador de E. histolytica presenta esos mismos
aminoacidos (Figura 9B). Estos resultados confirman que el intercambiador
pertenece a la familia CCX, por lo que lo llamamos EhCCX

11.2 Expresién del gen Ehccx en trofozoitos de E. histolytica

Para determinar si el gen Ehccx se expresa en los trofozoitos se realizaron
ensayos de RT-PCR. En estos experimentos se obtuvo un amplificado de 1542
pb que corresponde al tamafio esperado del gen completo (Figura 10A). Para
comprobar que el fragmento amplificado corresponde al transcrito de Ehccx se
analizo el mapa de restriccion de la secuencia de nucleotidos del gen
reportado en la base de datos del genoma de E. histolytica (EHI_001770), el
cual mostré que este gen tiene tres sitios de reconocimiento para la enzima
Dral (Figura 10B). Asi, el fragmento amplificado se purifico, se incub6 con la
enzima Dral y los productos de la digestion se analizaron en geles de agarosa.
Los fragmentos generados por la enzima mostraron los tamafos esperados

de 746, 559y 222 pb (Figura 10C), lo que confirma que el producto amplificado
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corresponde al gen Ehccx, el cual es transcripcionalmente activo en

condiciones basales.
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Figura 9. Analisis filogenético del posible intercambiador de E.
histolytica. (A) La secuencia de aminoacidos del posible intercambiador fue
alineada por el servidor ClustalW con varias secuencias de intercambiadores
de diferentes organismos, los datos fueron sometidos a un andlisis filogenético
usando el software MEGA 5.0. las secuencias usadas para el andlisis fueron
las siguientes: E. histolytica (EHI_001770); E. nutalli (ENVI_134420); E. dispar
(EDI_138590); E. invadens (EIN_083040); E. moshcovskii (EMO_063580 y
EMO_049830); Homo sapiens NCXL (NP_079235.2), NCKX 1-5
(NP_004718.1, NP_065077.1, NP_065740.2, NP_705932.2,y NP_995322.1),
y NCX1-3 (NP_066920.1, NP_055878.1, y NP_150287.1); Mus musculus
NCKX6 (NP_573484.2) y NCX (AAB69167.1); Arabidopsis thaliana NCKX
(NP_197288.1), y CAX1-2 (NP_181352.1 y NP_566452.1); Eucalyptus grandis
CCX (XP_010054949.1); Trichomonas vaginalis CAX (XP_001582908.1);
Plasmodium falciparum CAX (SCP05226.1); Leishmania Mexicana CAX
(XP_003873397.1); Saccharomyces cerevisiae CVX1 (NP_010155.1);
Escherichia coli NCX (WP_000922901.1); y Methanococcus jannaschii NCX
(3V5S_A). Los numeros en los nodos de las ramas indican el porcentaje de
veces en que cada nodo del arbol se present6 en las matrices remuestreadas
(Bootstrap:1000). Las proteinas son agrupadas como intercambiadores
cation/Ca?* (CCX), intercambiadores Na*/Ca?* (NCX), intercambiadores
Na*/Ca?*+K* (NCKX), intercambiadores bacterianos (YRBG) e
intercambiadores H*/Ca?* (CAX). (B) La secuencia de aminoéacidos de los
repetidos a1 y a2 del intercambiador de E. histolytica se aline6 con las
secuencias correspondientes de algunos miembros representativos de las
diferentes familias de intercambiadores. Los asteriscos indican los residuos
idénticos en todas las secuencias. El cuadro muestra las secuencias consenso
de la familia CCX. Los residuos sombreados indican los residuos que

participan en el transporte de sodio, calcio o litio.
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11.3 Localizacién subcelular de la proteina EnCCX

Con la finalidad de estudiar a la proteina EhCCX, se realizd la
produccion de anticuerpos contra un péptido especifico. Para ello, primero se
analizd la secuencia de la proteina mediante los programas ABCpred e
hydrophobicity plot para obtener péptidos antigénicos. Entonces, con el fin de
obtener péptidos especificos, las secuencias propuestas se usaron como
sondas en un analisis de BLAST sobre la base de datos del genoma de E.
histolytica. Asi, se detectd al péptido localizado en la posicion 216-229
(ISEQLDSENKTKLI), y que de acuerdo con el modelo 3D se encuentra
expuesto en su superficie (Figura 11A), el cual fue propuesto como un
antigeno para obtener anticuerpos contra EnNCCX. Dicho péptido se sintetizd
acoplado a la secuencia KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) para volverlo mas
inmunogénico. Para confirmar la especificidad de los anticuerpos se realizaron
ensayos de Western blot, donde se detecté una sola banda de 56 kDa, el peso
molecular esperado para el EnCCX (Figura 11B).

Para determinar la localizacion subcelular de la proteina se realizaron
ensayos de inmunofluorescencia y microscopia confocal, donde se usaron los
anticuerpos generados anteriormente. En estos experimentos se observo a la
proteina EhNCCX en la membrana plasmatica y en la membrana de varias
vesiculas citoplasmicas (Figura 12A). Experimentos de inmunomicroscopia
electronica usando el anticuerpo anti EnCCX y el respectivo anticuerpo
secundario acoplado a particulas de oro coloidal confirmé la presencia del
intercambiador en la membrana plasmatica y en la membrana de algunas

vesiculas citoplasmicas (Figura 12B).
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Figura 10. Expresiéon del gen EhCCX en trofozoitos de E. histolytica. (A)
A partir del cDNA de los trofozoitos se realizaron ensayos de PCR usando
oligonucledtidos especificos para el gen Ehccx completo y los productos de
amplificacion se analizaron en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de
etidio. Carril 1, Marcador de DNA 1kb (250-10000 pb); Carril 2, PCR utilizando
cDNA como molde; Carril 3, PCR usando RNA como molde. (B)
Representacion esquematica de la secuencia EHI_001770 del genoma de E.
histolytica mostrando la presencia de los sitios de corte para la enzima Dral y
la longitud de los fragmentos generados por esa enzima. (C) Para confirmar la
identidad del fragmento amplificado, este se incubd con la enzima de
restriccién Dral y los productos de digestion se analizaron en geles de agarosa
al 1% tefiidos con bromuro de etidio. Carril 1, Marcador de DNA 1kb (250-
10000 pb); Carril 2, digestion del fragmento amplificado con Dral; Carril 3,

fragmento amplificado sin digerir.
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, ISEQLDSENKTKLI
Posicion 215-231

Figura 11 Reconocimiento de la proteina EhCCX por anticuerpos
especificos. (A) Estructura 3D de la proteina EnCCX (verde) ubicada en una
membrana bi-lipidica (rojo y azul). En magenta se muestra la secuencia del
péptido en la posicion 215-231 que se mandd sintetizar para obtener
anticuerpos especificos. (B) Western blot sobre extractos totales de
trofozoitos. Carril 1 Extractos totales de E. histolytica separados por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% y tefiidos con azul de
Coomassie, donde se observa el perfil proteico. Carril 2 Western blot con suero
preimmune, donde no se observa inmunodeteccién. Carril 3 Western blot con
a-EhCCX, donde se inmuodetectd una banda con un peso aproximado de 57

kDa.
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Figura 12 Localizacion subcelular de la proteina EnCCX en trofozoitos de
E. histolytica. (A) Inmunofluorescencia indirecta. Trofozoitos en condiciones
basales fueron fijados, permeabilizados e incubados con suero pre-inmune
(PI) o con el anticuerpo contra EhCCX (a-EhCCX) y subsecuentemente con
un anticuerpo secundario acoplado a Alexa 555 (rojo). Los nucleos se
contratifieron con DAPI (azul) y finalmente, las muestras se analizaron por
microscopia confocal. (B) Inmunomicroscopia electronica. Trofozoitos en
condiciones basales fueron fijados con paraformaldehido y glutaraldehido.
Después, las muestras fueron embebidas en resina LR White y polimerizadas
bajo la luz UV. Posteriormente, cortes de 60 nm se incubaron con suero pre-
inmune (Pl) o con anticuerpos a-EhCCX y subsecuentemente con anticuerpos
secundarios acoplados a oro coloidal. Finalmente, las muestras se observaron
por microscopia electrénica de transmision. Las flechas indican la presencia
de EhCCX en la membrana de las vesiculas y en la membrana plasmatica. V

vesiculas, ES espacio extracelular, MV membrana vesicular.
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Posteriormente, con el fin de tratar de identificar los posibles
compartimentos citoplasmicos en los cuales podria estar situado EhCCX, se
analizé su co-localizacion con marcadores de reticulo endoplasmico
(EhSERCA) (Martinez-Higuera et al, 2013), aparato de Golgi (NBD Ce-
Ceramida), endosomas tardios (EhNPC1) (Bolanos et al, 2016) y vesiculas
endociticas (EhRabB) (Rodriguez et al, 2000). Asi mismo, se comprobé la
localizacion del intercambiador en la membrana plasmatica por su co-
localizacion con la lectina Gal/GalNac (Petri et al, 1989). En estos ensayos,
EhCCX co-localizé con la lectina Gal/GalNac y EhRabB en la membrana
plasmatica, o cerca de ella (Figura 13A). Asi mismo, se observé co-localizaciéon
con el marcador de Golgi en la membrana de algunas vesiculas cercanas a la
membrana plasmatica, sugiriendo su presencia en las redes trans-Golgi
(Figura 13). Sin embargo, EnCCX no mostrd co-localizacion significativa con
EhSERCA, NPC1 o con vesiculas citoplasmicas conteniendo a EhRabB
(Figura 13A). Para corroborar la co-localizacion se realiz6 una grafica de
correlacion mediante el coeficiente de Pearson, donde Gal/GalNac y EnRabB
mostraron coeficientes de 0.559 y 0.73425 respectivamente, correspondientes
a la co-localizacion encontrada en la membrana o cercana a ella, mientras que
con NBD Cs-Ceramida present6 0.62125 de coeficiente de correlacion (Figura
13B). Estos resultados sugieren que EhCCX en la membrana podria estar
involucrado en la expulsion de Ca?* del citosol, y su presencia en el trans-Golgi
se puede deber a su transporte citoplasmico. Por otro lado, las modificaciones
postraduccionales necesarias para el proceso de maduracion de EhCCX
podrian explicar la presencia en el aparato de Golgi. Sin embargo, hasta el
momento no se conoce la identidad de la mayoria de las vesiculas

citoplasmicas que contienen EnCCX, ni su funcién en estas estructuras.
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11.4 Expresién y localizacion del intercambiador en la amiba no patogena
Entamoeba dispar

Se ha descrito que el flujo de iones calcio participa en el mecanismo
patogénico de E. histolytica (Ravdin & Guerrant, 1980). Por otra parte, la amiba
Entamoeba dispar es una amiba no patégena morfolégicamente indistinguible
de E. histolytica.

Asi, para analizar la posibilidad de que EhCCX participe en la
patogénesis de E. histolytica se compard la expresion y localizacion del
ortdlogo en trofozoitos de E. dispar. Para ello, primero se analizo la presencia
del péptido antigénico en el intercambiador de E. dispar (EdCCX), encontrando
la secuencia en la misma posicién con una identidad del 93% y una similitud
del 100% con EhCCX (datos no mostrados). Mediante ensayos de Western
blot semi-cuantitativos encontramos que E. dispar expresa aproximadamente
20% menos intercambiador comparado con E. histolytica (Figura 14A). En los
ensayos de inmunofluorescencia usando el anticuerpo a-EhCCX se observo
una localizacion de EdACCX similar a la encontrada para EhCCX, sin embargo,
la sefial de fluorescencia se ve disminuida en E. dispar (Figura 14B),
confirmando la menor expresion de la proteina en la amiba no patdgena, lo
gue sugiere un posible papel de este intercambiador en la patogenicidad de E.

histolytica.
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Figura 13 Ensayos de Co-localizacion. (A) Trofozoitos de E. histolytica
fueron fijados, permeabilizados e incubados con anticuerpos de rata a-EhCCX
y posteriormente con anticuerpos de conejo contra EhSERCA, EhRabB y
EhNPC1; o con anticuerpos de ratdén contra la lectina Gal/GalNac. Después,
las muestras se incubaron con anticuerpos contra IgGs de rata marcados con
Alexa 555 (rojo), anti IgGs de conejo marcados con Alexa 488 (verde) o anti
IgGs de ratébn marcados con FITC (verde). Por otro lado, después de la
incubacion con los anticuerpos a-EhCCX y anti IgGs de rata Alexa 555, una
muestra se incubd con NBD Ce-ceramida (verde) para la tincion del aparato de
Golgi. Finalmente, los nucleos se tifieron con DAPI (azul) y las muestras se
analizaron por microscopia confocal. De lado derecho se observan las
amplificaciones de los cuadros blancos marcados en las imagenes de co-
localizacion con NBD C6-Ceramida, EhRabB y la lectina Gal/GalNac. (B)
Grafica del Coeficiente de Pearson de la co-localizacion entre EhnCCX y los

diferentes marcadores.
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11.5 Analisis de la expresion y localizaciéon de EnCCX bajo condiciones
de estrés

Para investigar si EnCCX pudiera participar en la respuesta a diferentes
condiciones de estrés, se analizaron los niveles de la proteina y su localizacion
subcelular en trofozoitos sometidos a estrés oxidativo o a estrés térmico. En
trofozoitos de E. histolytica incubados con 1mM de H202 durante 10 min, el
nivel de la proteina EhCCX aumentd ligeramente (aproximadamente 0.4
veces) comparado con los parasitos control (Figura 15A). Este resultado
sugiere que esta proteina podria ser necesaria para la expulsion del calcio
intracelular que aumenta durante el estrés oxidativo, tratando asi de evitar el
dafio celular. En los ensayos de inmunofluorescencia se observo una pequefia
acumulacion de EhCCX en la membrana plasmatica, lo que soporta la idea de
su papel en la extrusion de calcio. En estos ensayos también se not6 cierta
acumulacion de intercambiador en algunas vacuolas citoplasmicas de gran
tamafo (Figura 15B), aunque su funcién en estas estructuras se desconoce.
Por otra parte, en trofozoitos de E. histolytica incubados durante 30 min a 42
°C, los niveles de expresion de EhCCX mostraron un modesto aumento
(aproximadamente 0.2 veces), mientras que los niveles de proteina
disminuyen a casi los valores basales a los 60 min de choque térmico (Figura
15C). En los ensayos de inmunofluorescencia no se observd cambio en la
localizacion de la proteina en los tiempos analizados (Figura 15D). Los
resultados sugieren que EhCCX podria tener una menor participacion o no

participar en la respuesta a choque térmico.

76



Expresion relativa

Contraste de Fases a-EhCCX

w

aco ¢
¢ “'\510\\,‘ ¢ d'\§9°

o-EhCCX NS e — 57 kDa
o-actina . ss——— — 43 kDa

E. histolytica

* K N

1.00-

=)

N
o
1

0.50

(EhCCX / actina)

0.25

e 5%%5 .
E. dispar

E. histolytica E. di'spar

**p<0.005

Figura 14 Expresion y localizacion subcelular de CCX en E. dispar. (A)
Comparacion de los niveles de expresion de la proteina CCX en E. histolytica
(EnCCX) y E. dispar (EACCX) por ensayos de Western blot usando el
anticuerpo a-EhCCX. Como control de carga se utilizé un anticuerpo a-actina
probado en las mismas membranas. Las bandas obtenidas se analizaron por
densitometria y los datos fueron normalizados al contenido de actina. La
expresion relativa de E. histolytica fue considerada arbitrariamente como 1.
(B) trofozoitos de E. histolytica y E. dispar fueron fijados, permeabilizados e
incubados con el anticuerpo a-EhCCX, y posteriormente con el anticuerpo
secundario conjugado con Alexa-555 (rojo), los nucleos se tifieron con DAPI

(azul) y las muestras se analizaron por microscopia confocal.
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11.6 Analisis de la expresion y localizacion de EhCCX durante la
eritrofagocitosis.

Se ha descrito que la acumulacion de calcio citosolico juega un papel
importante en varios procesos celulares de los trofozoitos de E. histolytica,
incluyendo la fagocitosis (Jain et al, 2008). Para conocer el papel de EhCCX
en la fagocitosis se realizaron ensayos de Western blot sobre extractos totales
de trofozoitos obtenidos a diferentes tiempos de eritrofagocitosis. En estos
ensayos no se observo diferencia significativa en los niveles de proteina a los
tiempos analizados (Figura 16A). Sin embargo, si observamos cambios en su
localizacion subcelular durante este evento. A los 5 min de fagocitosis, la
localizacion de EnCCX se observo muy similar al de la condicion basal, pero a
los 10 min el intercambiador se localiz6 principalmente en la membrana
plasmética, mientras que a los 15 min la proteina se concentré en algunos
puntos citoplasmicos (Figura 16B). La acumulacion de EhCCX en la
membrana plasmatica a los 10 min de fagocitosis sugiere que este
intercambiador podria participar en la sefalizacibn provocada por la
interaccion con la célula blanco, la cual podria ser interrumpida a los 15 min
por la internalizacion de EhCCX. En la presencia del quelante de calcio EGTA,
pocos eritrocitos fueron fagocitados por los trofozoitos, incluso después de 30
min (Figura 16B), confirmando que el flujo de calcio esta involucrado en este
proceso. En estas condiciones, el movimiento de EhCCX a la membrana
plasmatica no fue observado, sino que se concentrd6 en algunos puntos
pequefios en el citoplasma (Figura 16B). Estos resultados sugieren que la via
de sefalizacion desencadenada por la presencia de las células blanco

promueve el reclutamiento de EnCCX en la superficie de la amiba.
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Figura 15 Expresion y localizacion de EhCCX expuestos a 1 mM de
peréxido de hidrogeno y a choque térmico. (A, B) Trofozoitos de E.
histolytica se incubaron en ausencia (0 min) o presencia de 1mM de peroxido
durante 10 min. (C, D) Trofozoitos de E. histolytica se incubaron a 37 °C (0
min) 0 a 42 °C durante 30 y 60 min. (A, C) Los niveles de expresion de EhCCX
fueron analizados por Western blot. Posteriormente, las membranas fueron
probadas con el anticuerpo a-actina, utilizado como control de carga. Las
bandas reconocidas por a-EhCCX se analizaron por densitometria y los datos
se normalizaron con respecto al contenido de actina. La expresion relativa de
los trofozoitos a 0 min se tomé arbitrariamente como 1. Los datos son
expresados como la media * error estdndar de tres experimentos
independientes. (B, D) Los trofozoitos se fijaron, permeabilizaron e incubaron
con a-EhCCX 'y posteriormente con el anticuerpo secundario conjugado Alexa-
555, los nucleos se tifieron con DAPI. Finalmente, las muestras se observaron

por microscopia confocal.
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Figura 16. Expresion y localizacion de EhCCX durante la fagocitosis.
Trofozoitos de E. histolytica se incubaron a 37 °C sin eritrocitos (0 min) o en
presencia de eritrocitos (relacion 1:50) durante 5, 10 y 15 min. (A) La expresién
de EhCCX fue analizada por ensayos de Western blot, como control de carga
se utilizé el anticuerpo a-actina. Las bandas reconocidas se analizaron por
densitometria y los datos se normalizaron con respecto al contenido de actina.
La expresion relativa de EhCCX a los 0 min se tomo arbitrariamente como 1.
Los datos son expresados como la media + el error estandar de tres ensayos
independientes. (B) Los trofozoitos se fijaron, permeabilizaron e incubaron con
a-EhCCX y posteriormente con el anticuerpo secundario acoplado a Alexa-
555. Los nucleos se tifieron con DAPI y las muestras se analizaron por
microscopia confocal. Las imagenes de la derecha representan los ensayos

realizados con la presencia de 0.3 mM de EGTA.
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11.7 La sobreexpresion de EhCCX modifica los niveles de calcio en los
trofozoitos

Para confirmar el papel de EhCCX en el transporte de calcio, el
intercambiador se sobreexpreso en los trofozoitos de E. histolytica. Para ello,
se realizo la amplificacion del gen Ehcex por PCR usando como molde el DNA
genomico aislado de los trofozoitos y una DNA polimerasa de alta fidelidad.
En esos ensayos se obtuvo un amplicén del tamafio esperado (1542 pb)
(Figura 17A), el cual se cloné en el vector de transicion PCR 4 TOPO. Para
confirmar su clonacion, se extrajo el DNA plasmidico de bacterias
transformadas y se realiz6 la digestion de los plasmidos con las enzimas Kpnl
y BamHI. El analisis por electroforesis en geles de agarosa mostro la liberacion
del fragmento correspondiente al gen Ehccx (Figura 17B). Entonces, el
fragmento liberado fue purificado para su posterior subclonacion en el
plasmido de expresion en E. histolytica pExEhNeo (pNeo) (Hamann et al,
1995). Nuevamente, para confirmar la clonacion, bacterias DH5a se
transformaron con la construccion correspondiente (pNeo/Ehccex) y el plasmido
obtenido de estas bacterias se digiri6 con las enzimas Kpnl y BamHI. El
analisis de los productos de digestion por electroforesis en geles de agarosa
confirmd la liberacion del gen Ehccx del plasmido pNeo (Figura 17C).
Posteriormente, se realizé la secuenciacion del fragmento clonado, donde se
observé el cambio de dos nucleétidos con respecto a la secuencia
EHI_001770 que se encuentra en la base de datos del genoma de E.
histolytica. En el gen clonado se encontr6 el cambio de C por T en la posicién
220 y de A por G en la posicion 328. Al analizar la secuencia de aminoacidos
se detectd que esos cambios a nivel de nucleétidos producen modificaciones
de los aminoacidos en las posiciones 74 (serina por prolina) y 110 (alanina por
treonina) (Figura 18A). Estos cambios se localizan en el repetido a1, sin
embargo, no se detecto alteraciones en la prediccion de la estructura de este
dominio al compararla con la estructura del mismo dominio de la secuencia
EHI_001770 (Figura 18B).
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Figura 17. Clonacién y secuenciacion del gen Ehccx. El gen Ehcex
se amplifico por PCR, se cloné en el vector PCR 4 TOPO y se subclond en el
vector pNeo. (A) Producto de PCR usando DNA gendmico como molde y una
DNA polimerasa de alta fidelidad. Carril 1, Marcador 1kb; Carril 2, amplificado
del gen completo Ehcex (1542 pb); Carril 3, PCR sin molde. (B) Clonacién en
PCR 4 TOPO. El DNA plasmidico aislado de bacterias transformadas con la
ligacion de PCR 4 TOPO/Ehccx se digirié con las enzimas BamHI y Kpnl y los
productos se analizaron por electroforesis en geles de agarosa tefidos con
bromuro de etidio. Carril 1, plasmido TOPO/Ehccx digerido con la enzima
BamHI; Carril 2, plasmido TOPO/Ehccx digerido con las enzimas BamHI y
Kpnl. (C) EI DNA plasmidico aislado de bacterias transformadas con la ligacion

pNeo/Ehccx se digirié con las enzimas
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BamHI y Kpnl y los productos se analizaron por electroforesis en geles
de agarosa tefiidos con bromuro de etidio. (D) Electroferograma
correspondiente a la secuenciacion del gen clonado. Los cambios con
respecto a la secuencia EHI_00170 (nucledtidos 220 y 328) estan indicados
con letras rojas (T, G).

Asi, la construccion pNeo/Ehccx se uso para transfectar trofozoitos de
E. histolytica (trofozoitos pNeo/EhCCX). Para comprobar la sobreexpresion del
gen Ehccx se realizaron ensayos de gRT-PCR, los cuales mostraron que los
trofozoitos transfectados expresaron 3.5 veces mas el transcrito Ehccx, con
respecto a los trofozoitos control transfectados con el vector vacio (trofozoitos
pNeo) (Figura 19A). Por otro lado, ensayos de Western blot mostraron que la
proteina EnNCCX se expreso 2.8 veces mas en los trofozoitos pNeo/EhCCX
que en los trofozoitos pNeo (Figura 19B).

Posteriormente, para confirmar que EnCCX participa en el flujo de Ca?*,
se analizaron los niveles de calcio citosolico en los trofozoitos transfectados
(pNeo y pNeo/EhCCX) usando Fluo-4 AM, una molécula que exhibe un
incremento en la fluorescencia al unirse al calcio, y citometria de flujo. En las
células que sobreexpresaron el intercambiador la intensidad de fluorescencia
fue aproximadamente dos veces mayor con respecto a la que mostro el control
(pNeo) (Figura 20A). Estos resultados confirman que EhCCX participa en el
flujo del ion calcio en los trofozoitos de E. histolytica, ya que la mayor expresion

del intercambiador produjo una mayor entrada de este ion al citosol.

11.8 La sobreexpresion de EnCCX retarda la muerte celular programada
inducida por peroxido de hidrégeno

Para analizar el papel de EhCCX en el flujo de calcio durante la muerte
celular programada, a trofozoitos conteniendo el indicador Fluo-4 AM se les
adicion61mM de H202 y se midi6 la intensidad de fluorescencia cada 40 s. En
las células pNeo la intensidad de fluorescencia aument6 gradualmente hasta
los 280 s. Sin embargo, en las células pNeo/EhCCX la intensidad de

fluorescencia aumentd después de 40 s de incubacion con H202, pero

86



posteriormente la sefal disminuyd progresivamente, hasta que después de
400 s la intensidad de fluorescencia fue similar a la de las células pNeo en la
condicion basal (Figura 20B). Estos resultados confirman el papel de EnCCX
en el transporte de calcio, debido a que la mayor expresion del intercambiador
produce una mayor entrada de calcio en condiciones basales y mejora la
expulsion del calcio citosélico durante la muerte celular programada inducida
por H20:.

En concordancia con el incremento en la extrusion de calcio de los
trofozoitos pNeo/EhCCX durante la incubacion con H20z2, la muerte celular de
estos parasitos después de 30 y 60 min de exposicion a este compuesto fue
significantemente menor a la de las células pNeo (Figura 20C). Sin embargo,
no se observé diferencia en la muerte celular después de los 90 min de
tratamiento (Figura 20C). Estos resultados siguieren que la mayor expulsion
del calcio citosoélico mediada por el intercambiador sobreexpresado retardo la

muerte celular programada de los trofozoitos.

11.9 La sobreexprsion de EnCCX incrementa la virulencia in vitro

Por otra parte, con el fin de analizar el papel del flujo de calcio a través
de EhCCX en la virulencia in vitro de E. histolytica se evalud la eritrofagocitosis,
la actividad citopética y la migracion de los trofozoitos pNeo/EhCCX. Los
resultados mostraron un incremento significativo en la tasa de eritrofagocitosis
de las células pNeo/EhCCX comparadas con pNeo (Figura 21A). En estos
trofozoitos también aumento la actividad citopética, ya que la capacidad de
destruccion de monocapas de células MDCK fue mas del doble que la de las
células control (pNeo) (Figura 21B). Finalmente, para evaluar el impacto de la
sobreexpresién de la proteina EnCCX en la movilidad de los trofozoitos, estos
se colocaron en la parte superior de un transwell y despues de 3 h se cont6 el
numero de trofozoitos que fueron capaces de migrar hacia la parte inferior de
la camara siguiendo un estimulo de suero. Notablemente, la migracion de los
trofozoitos pNeo/EhCCX se incremento casi cuatro veces en comparacion con

pNeo (Figura 21C). Todos estos resultados respaldan la hipotesis de que el
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flujo de Ca?* mediado por EhCCX participa en

histolytica.
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la virulencia in vitro de E.

EHI_001770

EhCCX

Sobrelape

las secuencias de aminoacidos de

EHI_001770 y EhCCX. (A) Comparacion de la secuencia de aminoacidos
deducidas de EHI_001770 de AmoebaDB y del gen obtenido en este trabajo

(EhCCX). Los Cambios en los residuos 74 y 110 se muestran sombreados. (B)

Comparacion estructural del repetido a1 de ambas proteinas. En el traslape,

los segmentos en amarillo indican los sitios donde se encuentran los

aminoacidos diferentes entre ambas proteinas.
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Figura 19. Sobreexpresion de EnCCX en trofozoitos de E. histolytica. El

gen Ehcex completo se cloné en el vector pNeo y con la construccion obtenida

se transfectaron trofozoitos de E. histolytica (células pNeo/EhCCX).

Trofozoitos transfectados con el vector vacio fueron usados como control

(pNeo). (A) Se extrajo RNA de trofozoitos de E. histolytica para realizar

ensayos de qRT-PCR. El gen codificante de la proteina S2 de la subunidad

ribosomal 40S se utiliz6 como gen normalizador. La expresion relativa fue

determinada usando el método 2-22¢t, En |a parte superior se muestra la curva

Melt que demuestra la especificidad del amplificado del transcrito Ehcex. (B)

Ensayos de Western blot de trofozoitos transfectados usando el anticuerpo a-

EhCCX. Como control interno se utilizé el anticuerpo a-actina. Las bandas

detectadas por el anticuerpo a-EhCCX se analizaron por densitometria y los

datos fueron normalizados con respecto al contenido de actina. La expresion

relativa de los trofozoitos con el vector vacio fue tomada arbitrariamente como

1. Los datos fueron expresados con la media + el error estandar de tres

experimentos independientes.

89



intensidad de fluorescencia

-+ pNeo
3. g 4.0+ L & pNeo/EhRCCX 1goi - -+ pNeo
2 a5 -# pNeo/ERCCX
] 80 e
2 30 B
N @ © *kk
S 25 Z o0
E =
% 2.0 g 40
1 5 15 >
S 1.0 =
o 7 204
§ 05
E0 7T 7T T r|u 10 20 30 40 50 60 70 80 90
R I P IR I I )
LS Sl L Tiempo (min)

Tiempo (sec)

*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.0001

Figura 20. Calcio citosélico y muerte celular programada en trofozoitos
gue sobrexpresan EnCCX. (A) Los niveles de calcio citosdlico de trofozoitos
transfectados con pNeo y pNeo/EhCCX en condiciones basales se determiné
utilizando el sensor de calcio Fluo 4-AM. (B) Trofozoitos transfectados con
pNeo y pNeo/EhCCX se cargaron con Fluo 4-AM y posteriormente se
incubaron con 1 mM de perdxido de hidrogeno. Entonces, la intensidad de
fluorescencia se midié cada 40 s. (C) Los trofozoitos pNeo/EhCCX y pNeo se
incubaron con 1 mM de peroxido de hidrogeno y la viabilidad de los trofozoitos
se determind a diferentes tiempos mediante la técnica de exclusion de azul
tripano. Los datos son expresados como la media + el error estandar de tres

ensayos independientes realizados por duplicado.
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Figura 21. Efecto de la sobreexpresién de EnCCX en la virulencia in vitro.
(A) Eritrofagocitosis. Trofozoitos pNeo y pNeo/EhCCX se incubaron con
eritrocitos a 37 °C durante 5, 10, 15 y 30 minutos. Entonces, los eritrocitos no
ingeridos se lisaron mediante la incubacion por 10 min con &cido acético al
3%, después de varios lavados con PBS, los trofozoitos se lisaron con acido
férmico y la liberacion de hemoglobina de los eritrocitos ingeridos se determind
por la absorbancia a 405 nm. (B) Efecto citopatico. Monocapas de células
MDCK se incubaron con trofozoitos pNeo y pNeo/EhCCX durante 2 h a 37 °C
y la destruccién de las monocapas se evalué como se describe en Materiales
y Métodos. (C) Migracion. Trofozoitos pNeo y pNeo/EhCCX en medio libre de
suero se colocaron en la parte superior de la cAmara de migracion y en la parte
inferior de la camara se colocaron 500 ul de medio completo. Los trofozoitos
se incubaron por 3 h a 37 °C y la migraciéon se determiné contando los
trofozoitos presentes en la parte inferior de la cadmara. Los datos son
expresados como la media + el error estandar de tres experimentos

independientes realizados por duplicado.
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12 DISCUSION

El ion calcio es un segundo mensajero que participa en diferentes vias
de sefalizacién que desencadenan diversas funciones celulares (Berridge et
al, 2003). Para que la sefializacion por calcio se realice de manera adecuada,
su concentracion en el citosol debe ser finamente regulada y para ello las
células tienen varias proteinas que funcionan en el transporte del ion al citosol,
al espacio extracelular o a otros compartimentos, como el reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi, nucleo, mitocondrias y acidocalcisomas
(Berridge et al, 2003; Moreno & Docampo, 2003). Estas proteinas incluyen
canales de calcio, ATPasas e intercambiadores, entre otras (Giladi et al, 2016).
La concentracion citoplasmica de Ca?* libre en reposo debe mantenerse en
aproximadamente 100 nM y después de la sefializacion inducida por la entrada
masiva de calcio, los niveles del ion deben reestablecerse a esos niveles. La
expulsion de Ca?* hacia el exterior se realiza principalmente por ATPasas de
calcio de la familia PMCA y por los intercambiadores cation/calcio (Berridge et
al, 2003). Las PMCAs tienen una alta afinidad por calcio, pero bajo transporte;
por el contrario, los intercambiadores tienen baja afinidad a calcio, pero alto
transporte (Blaustein & Lederer, 1999). En consecuencia, las PMCAs
participan en el mantenimiento de las concentraciones citosélicas de Ca?* en
reposo, mientras que los intercambiadores estan involucrados en la
restauracion de la concentracion citoplasmica de Ca?* después de su
incremento durante la sefalizacion (Harper & Sage, 2016).

La superfamilia de intercambiadores catién/calcio transportan Ca?* a
través de un gradiente electroquimico acoplado al intercambio de diferentes
cationes, como H* (familias YRBG y CAX), Na* (familia NCX), Na*+ K* (familia
NCKX) y Na* o Li* (familia CCX) (Emery et al, 2012; Lytton, 2007). Todos estos
intercambiadores comparten estructuras similares, incluyendo dos dominios
llamados a-repetidos, los cuales estan involucrados en los eventos de union y
transporte de los iones (Giladi et al, 2016). Las diferencias en los residuos
involucrados en la coordinacion de los iones son responsables de la

divergencia en la selectividad de las diversas familias (Refaeli et al, 2016).
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La sefializacion por calcio también esta involucrada en la invasion del
huésped por diferentes parasitos protozoarios (Lu et al, 1997; Moreno &
Docampo, 2003; Ravdin et al, 1985b). Para los apicomplexa se ha descrito la
presencia de varios genes que codifican ATPasas de calcio, uno para el tipo
SERCA vy varios para el tipo SPCA/PRM1 (Nagamune & Sibley, 2006). Para T.
gondii se ha descrito una ATPasa del tipo PMCA, la cual se localiza tanto en
la membrana plasmatica, como en la membrana de acidocalcisomas (Luo et
al, 2005; Luo et al, 2001). Por su parte, los trypanosomatidos contienen
canales de calcio tipo VGCC y TRP, cuatro genes para ATPasas del tipo
PMCA localizados en la membrana plasmatica y/o en acidocalcisomas, dos
ATPasas del tipo SERCA y un receptor a IP3 localizado en acidocalcisomas
(Ramakrishnan & Docampo, 2018). En T. vaginalis se ha encontrado que este
parasito posee cuatro ATPasas de calcio, una de las cuales corresponde al
tipo de SERCA (Meade et al, 1997; Shah et al, 2002), mientras que poco se
sabe de las proteinas que participan en el flujo de calcio en Giardia lamblia,
donde solo se ha reportado que los trofozoitos contienen un compartimento de
almacenaje de calcio sensible a tapsigargina, sugiriendo la presencia de una
ATPasa de calcio del tipo SERCA (Reiner et al, 2003).

Con respecto a la presencia de intercambiadores de calcio en parasitos
protozoarios, T. gondii, Cryptosporidium spp. y Plasmodium spp. contienen
ortélogos de intercambiadores H*/Ca?* (CAX) encontrados en plantas vy
levaduras, pero no en animales. De manera contraria, los intercambiadores
Na*/Ca?*, los cuales son mas comunes en animales, no se encontraron en
estos parasitos (Nagamune & Sibley, 2006). Interesantemente, se ha
determinado que la proteina CAX de P. berghei participa en el desarrollo y
diferenciacion del oocineto (Guttery et al, 2013). Por otro lado, evidencias
bioquimicas sugieren que los trypanosomatidos tienen un intercambiador
H*/Ca?* (Vercesi et al, 1994), el cual se propone esta involucrado en la
liberacion de calcio inducido a su vez por el incremento de sodio mediado por
un intercambiador H*/Na* (Vercesi & Docampo, 1996). En concordancia, en

nuestro analisis in silico encontramos un gen que codifica para un posible
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intercambiador de H*/Ca?* en Leishmania mexicana. Nuestro analisis también
permitié la identificacion de un posible intercambiador de H*/Ca?* en T.
vaginalis; sin embargo, no se ha reportado hasta la fecha la presencia de
intercambiadores del tipo Na*/Ca?* en parasitos protozoarios.

El ion calcio también tiene un papel importante en la biologia de E.
histolytica. Se ha reportado que bloqueadores de canales de calcio como el
bepridil y verapamil inhiben la adhesion la fagocitosis y el efecto citopatico
(Carbajal et al, 1996; Ravdin et al, 1985a), aunque hasta el momento no se
han identificado canales de calcio en el parasito. También se conoce que la
sefalizacion por calcio participa en el crecimiento y diferenciaciéon de E.
histolytica y E. invadens (Makioka et al, 2002; Makioka et al, 2001), asi como
en la transcripcion mediada por el factor URE3BP (Gilchrist et al, 2003). A
pesar de la importancia del calcio en la biologia de E. histolytica, poco se
conoce acerca de las proteinas que participan en la homeostasis de este ion.
En un andlisis del genoma de este parasito se buscaron proteinas con
dominios de union a calcio EF-hand (Bhattacharya et al, 2006). Mediante esta
estrategia se identificaron 27 proteinas de unién a calcio (CaBPs, por sus
siglas en inglés), muchas de ellas con tres o cuatro dominios EF-hand, pero
sin ningun otro motivo, sugiriendo que ellas participan como sensores de calcio
y algunas al unir el ion pueden sufrir cambios conformacionales para la
activacion de otras proteinas rio abajo de diferentes vias de sefializacion
(Bhattacharya et al, 2006). Interesantemente, una de estas proteinas (CaBP1)
se asocia de manera transitoria a bocas fagociticas, independientemente de
Su unioén a calcio, sugiriendo su participacion en este evento relacionado a la
patogenicidad del microorganismo (Jain et al, 2008). Por otra parte, nuestro
grupo de trabajo identificé al menos cinco ATPasas de calcio, de las cuales
tres pertenecen a la familia de las bombas de calcio de membrana plasmatica
(PMCA) y dos a ATPasas organelares (Martinez-Higuera et al, 2013). Dos de
las PMCAs fueron identificadas previamente entre las proteinas de superficie
localizadas en la region del uropodo durante la incubacién con suero de

pacientes con amibiasis (Marquay Markiewicz et al, 2011), sugiriendo su
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localizacion en la membrana plasmatica y por lo tanto su participacion en el
transporte de calcio del citoplasma al medio extracelular. Sin embargo, la otra
PMCA no de detect6 en la membrana plasmatica, sino en vacuolas cercanas
a la periferia de los trofozoitos (Ghosh et al, 2000), por lo que su funcién se
desconoce. En un analisis filogenético una ATPasa de calcio de E. histolytica
se agrup6 con bombas del tipo SERCA y ensayos de inmunofluorescencia
determinaron su co-localizacién con el marcador de reticulo endoplasmico
calreticulina, confirmando que se trata de SERCA (EhSERCA) (Martinez-
Higuera et al, 2013). La proteina ortdloga de E. invadens (EISERCA) también
se localizo en el reticulo endoplasmico e inhibidores especificos de SERCA
(tapsigargina y acido ciclopizénico) afectaron negativamente el proceso de
enquistamiento, sugiriendo que el flujo de calcio a través de SERCA participa
en este evento de diferenciacién en Entamoeba spp. (Martinez-Higuera et al,
2015). La otra ATPasa de calcio organelar se agrupé con bombas de la familia
SPCA/PRM1 y estudios recientes confirmaron su localizacion en el aparato de
Golgi, soportando la hipétesis de que se trata de una ATPasa del tipo SPCA
(EhSPCA) (Rodriguez et al, 2018).

En nuestros estudios de maestria se identificO6 a un posible
intercambiador de calcio en E. histolytica (Valle-Solis, 2013). En el presente
trabajo encontramos que este intercambiador tiene una alta similitud con
miembros de la familia CCX y ademas contiene los mismos residuos de
aminoacidos involucrados en el transporte de calcio, sodio y litio en un
miembro de la familia CCX (NCLX de humano), por lo que al intercambiador
amibiano lo llamamos EhCCX.

Se sabe que la concentracion intracelular de litio es muy baja (0.6- 0.8
mM), por lo que el hallazgo del transporte de este i6n por los miembros de
NCLX puede no ser fisiologicamente relevante, mas bien puede estar
relacionado con algunas propiedades funcionales de este tipo de
transportadores. Por ejemplo, se conoce que el transporte de Ca?* mediado
por miembros de la familia NCX es inducido por un gradiente de Na* y un

potencial de membrana bajo (aproximadamente -70 mV), mientras que el flujo
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de calcio realizado por NCLX esta promovido principalmente por un potencial
de membrana mucho mas pronunciado (aproximadamente -200 mV) (Roy et
al, 2017).

Basados en los datos de estudios de entrecruzamiento, se propuso un
modelo estructural para los intercambiadores Na*/Ca?*, conformado por 10
dominios transmembranales (Nicoll et al, 1999). En este modelo existe un asa
larga de alrededor de 500 aminoéacidos entre los segmentos transmembrana 5
y 6 que se localiza en la region citoplasmica, Dicha asa es responsable de la
regulacion de la actividad del transporte de iones por la unién de varios
mensajeros citoplasmicos, como protones, NO, PIP2, fosfoarginina,
fosfocreatinina, ATP e inhibidores endégenos (Khananshvili, 2013). En NCLX
el tamafio de esta asa es de mucho menor tamafio (163 aa) y no contiene los
dominios de unién a esos reguladores. Interesantemente, en EhCCX esa asa
también es corta (163 aa), sugiriendo que esta proteina, como los miembros
de la familia CCX, no tiene dominios de control para la regulacion secundaria
en el transporte de iones.

El intercambiador NCXL de humano se localiza en la membrana interior
de la mitocondria (Palty et al, 2010), donde realiza la extrusién de calcio de
este organelo (Pathak & Trebak, 2018). Se ha sugerido que NCLX se
encuentra enriquecido en las mitocondrias de los astrocitos y que es un
regulador de la homeostasis del calcio en células excitables maduras,
regulando la liberacién de glutamato, la proliferacién celular y la cicatrizacién
de heridas (Parnis et al, 2013), mientras que la proteina ortéloga en
Caenorhabditis elegans (NCX-9), también de localizacion mitocondrial,
participa en el desarrollo del circuito neuronal (Sharma et al, 2017). E.
histolytica es un organismo amitocondriado y nuestros ensayos de
inmunolocalizacién indicaron que EhCCX se encuentra en la membrana
plasmatica y en vacuolas cercanas a ella. De manera relevante, también se ha
detectado a NCLX humana en la membrana plasmatica de los miocitos
ventriculares y en las células pancreaticas [ (Cai & Lytton, 2004; Han et al,

2015). De hecho, se ha reportado que en células pancreaticas 3, NCLX de
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membrana plasmética esta involucrado en el flujo de calcio que contribuye al
reclutamiento de vesiculas para la exocitosis en respuesta a la despolarizacion
repetitiva (Han et al, 2015). De igual manera, el EhCCX localizado en la
superficie de los trofozoitos puede participar en el flujo de calcio a traves de la
membrana plasmética. Esta hipoétesis es respaldada por el incremento de su
expresion en los trofozoitos expuestos a H202 y por la mayor extrusion de
calcio citosolico en trofozoitos que sobrexpresan EhCCX durante la incubacion
con H202 y que retarda la muerte celular de lo trofozoitos.

Por otro lado, nuestros resultados indican que EnCCX puede participar
en la virulencia de la amiba. esta hipétesis es respaldada por: 1) los niveles de
expresion de esta proteina son mayores en la amiba patégena E. histolytica
que en la amiba no patégena E. dispar; 2) EnCCX se relocaliza durante la
fagocitosis; y 3) la sobreexpresiéon de EhCCX aumenta las propiedades de
virulencia in vitro en los trofozoitos, tales como la fagocitosis, la destruccion de
monocapas de células de mamifero y la migracion.

En estudios realizados en ratones transgénicos se ha reportado que la
sobreexpresion de NCX incrementa la frecuencia cardiaca mediada por beta-
adrenérgicos (Kaese et al, 2017) y aumenta la relajacion de fondo géstrico
(Fujimoto et al, 2016). Similarmente, la sobreexpresion de EhCCX aumento la
virulencia in vitro de los trofozoitos de E. histolytica. Nosotros hipotetizamos
que, dado que los intercambiadores catién/Ca?* pueden revertir el transporte
de iones bajo ciertas condiciones (Harper & Sage, 2016), los diferentes
estimulos involucrados en la virulencia de E. histolytica podrian incrementar la
entrada al citosol de Ca?* via EnCCX, extendiendo el periodo de niveles altos
del ion en el citoplasma, manteniendo la respuesta a la sefial. Esta sugerencia
se basa en el hecho de que se ha demostrado que el mecanismo de entrada
de Ca?* via NCX es responsable del aumento en la actividad contractil del
musculo liso de la vejiga urinaria de ratones transgénicos que sobreexpresan
NCX 1.3 (Yamamura et al, 2013).
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13 CONCLUSION

En este trabajo identificamos un intercambiador catidn/calcio en E.
histolytica que pertenece a la familia CCX (EhCCX), que se localiza
principalmente en la membrana plasmatica de los trofozoitos y que participa

en la virulencia in vitro.

14 PERSPECTIVAS
1) Analizar la participacion de EhCCX en la virulencia in vivo.
2) Identificar las proteinas que interaccionan con EhCCX.
3) Analizar los mecanismos de la relocalizacién de EnCCX durante la fagocitosis.

4) Investigar las propiedades electrofisiolégicas de EnCCX.

98



15 BIBLIOGRAFIA

Ankri S, Stolarsky T, Mirelman D (1998) Antisense inhibition of expression of
cysteine proteinases does not affect Entamoeba histolytica cytopathic or
haemolytic activity but inhibits phagocytosis. Molecular microbiology 28: 777-
785

Arroyo R, Orozco E (1987) Localization and identification of an Entamoeba
histolytica adhesin. Molecular and biochemical parasitology 23: 151-158

Bailey G (1992) Preliminary studies of chemotaxis by Entamoeba. 13: 265-
271

Barron M, Serrano G, Trevifio L, Verduzco J, Morales M, Mata B (2008)
Inhibicién del crecimiento axénico in vitro de Entamoeba histolytica por accién
de probiéticos. Ciencia UANL 11

Benaim G (2004) La Ca2+ -ATPasa de la membrana plasmatica como enzima

clave en la homeostasis intracelular del calcio. . Acta Cientifica Venezolana 55

Berridge MJ, Bootman MD, Roderick HL (2003) Calcium signalling: dynamics,
homeostasis and remodelling. Nature reviews Molecular cell biology 4: 517-
529

Betanzos A, Javier-Reyna R, Garcia-Rivera G, Banuelos C, Gonzalez-Mariscal
L, Schnoor M, Orozco E (2013) The EnCPADH112 complex of Entamoeba
histolytica interacts with tight junction proteins occludin and claudin-1 to

produce epithelial damage. PloS one 8: €65100

Bhattacharya A, Padhan N, Jain R, Bhattacharya S (2006) Calcium-binding
proteins of Entamoeba histolytica. Archives of medical research 37: 221-225

99



Blaustein MP, Lederer WJ (1999) Sodium/calcium exchange: its physiological

implications. Physiological reviews 79: 763-854

Blessmann J, Van Linh P, Nu PA, Thi HD, Muller-Myhsok B, Buss H, Tannich
E (2002) Epidemiology of amebiasis in a region of high incidence of amebic
liver abscess in central Vietham. The American journal of tropical medicine and
hygiene 66: 578-583

Boettner DR, Petri WA (2005) Entamoeba histolytica activates host cell
caspases during contact-dependent cell killing. Curr Top Microbiol Immunol
289: 175-184

Bolanos J, Betanzos A, Javier-Reyna R, Garcia-Rivera G, Huerta M, Pais-
Morales J, Gonzalez-Robles A, Rodriguez MA, Schnoor M, Orozco E (2016)
EhNPC1 and EhNPC2 Proteins Participate in Trafficking of Exogenous
Cholesterol in Entamoeba histolytica Trophozoites: Relevance for
Phagocytosis. PLoS pathogens 12: 1006089

Botero D, Restrepo M (1998) Parasitosis humanas. 40: 27-28

Braga LL, Ninomiya H, McCoy JJ, Eacker S, Wiedmer T, Pham C, Wood S,
Sims PJ, Petri WA, Jr. (1992) Inhibition of the complement membrane attack
complex by the galactose-specific adhesion of Entamoeba histolytica. The

Journal of clinical investigation 90: 1131-1137

Brini M, Carafoli E (2009) Calcium Pumps in Health and Disease. Physiol Rev
89: 1341-1378

100



Brini M, Carafoli E (2011) The plasma membrane Ca(2)+ ATPase and the
plasma membrane sodium calcium exchanger cooperate in the regulation of

cell calcium. Cold Spring Harb Perspect Biol 3

Cai XJ, Lytton J (2004) Molecular cloning of a sixth member of the K+-
dependent Na+/Ca2+ exchanger gene family, NCKX6. Journal of Biological
Chemistry 279: 5867-5876

Cao YQ (2006) Voltage-gated calcium channels and pain. Pain 126: 5-9

Carbajal ME, Manning-Cela R, Pina A, Franco E, Meza | (1996) Fibronectin-
induced intracellular calcium rise in Entamoeba histolytica trophozoites: effect
on adhesion and the actin cytoskeleton. Experimental parasitology 82: 11-20

Catterall WA (2000) Structure and regulation of voltage-gated Ca2+ channels.
Annu Rev Cell Dev Biol 16: 521-555

Clapham DE (2007) Calcium signaling. Cell 131: 1047-1058

Chakrabarty P, Sethi DK, Padhan N, Kaur KJ, Salunke DM, Bhattacharya S,
Bhattacharya A (2004) Identification and characterization of EhCaBP2. A
second member of the calcium-binding protein family of the protozoan parasite
Entamoeba histolytica. The Journal of biological chemistry 279: 12898-12908

Choudhuri G, Rangan M (2012) Amebic infection in humans. Indian journal of
gastroenterology : official journal of the Indian Society of Gastroenterology 31.
153-162

Christy NC, Petri WA, Jr. (2011) Mechanisms of adherence, cytotoxicity and
phagocytosis modulate the pathogenesis of Entamoeba histolytica. Future
microbiology 6: 1501-1519

101



Derler I, Fahrner M, Muik M, Lackner B, Schindl R, Groschner K, Romanin C
(2009) A Ca2(+ )release-activated Ca2(+) (CRAC) modulatory domain (CMD)
within STIM1 mediates fast Ca2(+)-dependent inactivation of ORAIL1 channels.
The Journal of biological chemistry 284: 24933-24938

Diamond LS, Clark CG, Cunnick CC (1995) YI-S, a casein-free medium for
axenic cultivation of Entamoeba histolytica, related Entamoeba, Giardia
intestinalis and Trichomonas vaginalis. The Journal of eukaryotic microbiology
42: 277-278

Diamond LS, Harlow DR, Cunnick CC (1978) A new medium for the axenic
cultivation of Entamoeba histolytica and other Entamoeba. Transactions of the

Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene 72: 431-432

Eckstein-Ludwig U, Webb RJ, Van Goethem ID, East JM, Lee AG, Kimura M,
O'Neill PM, Bray PG, Ward SA, Krishna S (2003) Artemisinins target the
SERCA of Plasmodium falciparum. Nature 424: 957-961

Ehrenkaufer GM, Singh U (2008) Transcriptional regulatory networks in
Entamoeba histolytica. Current drug targets 9: 931-937

Emery L, Whelan S, Hirschi KD, Pittman JK (2012) Protein phylogenetic
analysis of Ca2+/cation antiporters and insights into their evolution in plants.

Frontiers in plant science 3
Espinosa-Cantellano M, Martinez-Palomo A (2000) Pathogenesis of intestinal

amebiasis: from molecules to disease. Clinical microbiology reviews 13: 318-
331

102



Feranchak AP (2003) lon channels in digestive health and disease. J Pediatr
Gastroenterol Nutr 37: 230-241

Fill M, Copello JA (2002) Ryanodine receptor calcium release channels.
Physiological reviews 82: 893-922

Flores-Soto E, Reyes-Garcia J, Sommer B, Chavez J, Barajas-Lopez C,
Montano LM (2012) PPADS, a P2X receptor antagonist, as a novel inhibitor of
the reverse mode of the Na(+)/Ca(2)(+) exchanger in guinea pig airway smooth
muscle. Eur J Pharmacol 674: 439-444

Frischauf I, Schindl R, Derler I, Bergsmann J, Fahrner M, Romanin C (2008)
The STIM/Orai coupling machinery. Channels (Austin) 2: 261-268

Fujimoto Y, Hayashi S, Azuma YT, Mukai K, Nishiyama K, Kita S, Morioka A,
Nakajima H, lwamoto T, Takeuchi T (2016) Overexpression of Nat+/Ca2+
exchanger 1 display enhanced relaxation in the gastric fundus. J Pharmacol
Sci 132: 181-186

Garcia-Rivera G, Rodriguez MA, Ocadiz R, Martinez-Lopez MC, Arroyo R,
Gonzalez-Robles A, Orozco E (1999) Entamoeba histolytica : a novel cysteine
protease and an adhesin form the 112 kDa surface protein. Molecular
microbiology 33: 556-568

Ghosh SK, Field J, Frisardi M, Rosenthal B, Mai Z, Rogers R, Samuelson J
(1999) Chitinase secretion by encysting Entamoeba invadens and transfected
Entamoeba histolytica trophozoites: localization of secretory vesicles,
endoplasmic reticulum, and Golgi apparatus. Infection and immunity 67: 3073-
3081

103



Ghosh SK, Rosenthal B, Rogers R, Samuelson J (2000) Vacuolar localization
of an Entamoeba histolytica homologue of the plasma membrane ATPase
(PMCA). Molecular and biochemical parasitology 108: 125-130

Giladi M, Shor R, Lisnyansky M, Khananshvili D (2016) Structure-Functional
Basis of lon Transport in Sodium-Calcium Exchanger (NCX) Proteins.

International journal of molecular sciences 17

Gilchrist CA, Leo M, Line CG, Mann BJ, Petri WA, Jr. (2003) Calcium
modulates promoter occupancy by the Entamoeba histolytica Ca2+-binding
transcription factor URE3-BP. The Journal of biological chemistry 278: 4646-
4653

Gillespie S, Pearson R (2001) Principles and practice of clinical parasitology.
197-199

Godbold GD, Mann BJ (1998) Involvement of the actin cytoskeleton and
p21lrho-family GTPases in the pathogenesis of the human protozoan parasite
Entamoeba histolytica. Braz J Med Biol Res 31: 1049-1058

GOmez J, Cortés J, Cuervo S, Lopez M (2007) Amibiasis intestinal. 11: 36-45

Guillen N, Boquet P, Sansonetti P (1998) The small GTP-binding protein RacG
regulates uroid formation in the protozoan parasite Entamoeba histolytica.
Journal of cell science 111 ( Pt 12): 1729-1739

Guttery DS, Pittman JK, Frenal K, Poulin B, McFarlane LR, Slavic K, Wheatley
SP, Soldati-Favre D, Krishna S, Tewari R, Staines HM (2013) The Plasmodium
berghei Ca(2+)/H(+) exchanger, PbCAX, is essential for tolerance to
environmental Ca(2+) during sexual development. PLoS pathogens 9:
1003191

104



Hamann L, Nickel R, Tannich E (1995) Transfection and continuous expression
of heterologous genes in the protozoan parasite Entamoeba histolytica.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 92: 8975-8979

Han YE, Ryu SY, Park SH, Lee KH, Lee SH, Ho WK (2015) Ca2+ clearance
by plasmalemmal NCLX, Li+-permeable Na+/Ca2+ exchanger, is required for
the sustained exocytosis in rat insulinoma INS-1 cells. Pflug Arch Eur J Phy
467: 2461-2472

Harper AG, Sage SO (2016) TRP-Na(+)/Ca(2+) Exchanger Coupling. Adv Exp
Med Biol 898: 67-85

Huston C (2004) Parasite and host contribution to the pathogenesis of amebic

colitis. Trends in parasitology 20

Huston CD, Houpt ER, Mann BJ, Hahn CS, Petri WA, Jr. (2000) Caspase 3-
dependent killing of host cells by the parasite Entamoeba histolytica. Cellular
microbiology 2: 617-625

Iwamoto T (2004) Forefront of Na+/Ca2+ exchanger studies: molecular

pharmacology of Na+/Ca2+ exchange inhibitors. J Pharmacol Sci 96: 27-32

Iwamoto T, Inoue Y, Ito K, Sakaue T, Kita S, Katsuragi T (2004) The exchanger
inhibitory peptide region-dependent inhibition of Na+/Ca2+ exchange by SN-6
[2-[4-(4-nitrobenzyloxy)benzyl]thiazolidine-4-carboxylic acid ethyl ester], a
novel benzyloxyphenyl derivative. Mol Pharmacol 66: 45-55

Jain R, Santi-Rocca J, Padhan N, Bhattacharya S, Guillen N, Bhattacharya A
(2008) Calcium-binding protein 1 of Entamoeba histolytica transiently

105



associates with phagocytic cups in a calcium-independent manner. Cellular
microbiology 10: 1373-1389

Jentsch TJ, Hubner CA, Fuhrmann JC (2004) lon channels: function unravelled
by dysfunction. Nature cell biology 6: 1039-1047

Kaese S, Bogeholz N, Pauls P, Dechering D, Olligs J, Kolker K, Badawi S,
Frommeyer G, Pott C, Eckardt L (2017) Increased sodium/calcium exchanger
activity enhances beta-adrenergic-mediated increase in heart rate: Whole-
heart study in a homozygous sodium/calcium exchanger overexpressor mouse
model. Heart Rhythm 14: 1247-1253

Kang KJ, Kinjo TG, Szerencsei RT, Schnetkamp PP (2005) Residues
contributing to the Ca2+ and K+ binding pocket of the NCKX2 Na+/Ca2+-K+
exchanger. The Journal of biological chemistry 280: 6823-6833

Khananshvili D (2013) The SLC8 gene family of sodium-calcium exchangers
(NCX) - Structure, function, and regulation in health and disease. Mol Aspects
Med 34: 220-235

Kretschmer R (1994) Amibiasis infeccion y enfermedad por Entamoeba
histolytica. 48: 66-74

Labruyere E, Zimmer C, Galy V, Olivo-Marin JC, Guillen N (2003) EhPAK, a
member of the p2l-activated kinase family, is involved in the control of
Entamoeba histolytica migration and phagocytosis. Journal of cell science 116:
61-71

Lanner JT, Georgiou DK, Joshi AD, Hamilton SL (2010) Ryanodine receptors:
structure, expression, molecular details, and function in calcium release. Cold
Spring Harb Perspect Biol 2: a003996

106



Leippe M, Andra J, Nickel R, Tannich E, Muller-Eberhard HJ (1994)
Amoebapores, a family of membranolytic peptides from cytoplasmic granules
of Entamoeba histolytica: isolation, primary structure, and pore formation in
bacterial cytoplasmic membranes. Molecular microbiology 14: 895-904

Loftus B, Anderson I, Davies R, Alsmark UC, Samuelson J, Amedeo P,
Roncaglia P, Berriman M, Hirt RP, Mann BJ, Nozaki T, Suh B, Pop M, Duchene
M, Ackers J, Tannich E, Leippe M, Hofer M, Bruchhaus I, Willhoeft U,
Bhattacharya A, Chillingworth T, Churcher C, Hance Z, Harris B, Harris D,
Jagels K, Moule S, Mungall K, Ormond D, Squares R, Whitehead S, Quail MA,
Rabbinowitsch E, Norbertczak H, Price C, Wang Z, Guillen N, Gilchrist C,
Stroup SE, Bhattacharya S, Lohia A, Foster PG, Sicheritz-Ponten T, Weber C,
Singh U, Mukherjee C, El-Sayed NM, Petri WA, Jr., Clark CG, Embley TM,
Barrell B, Fraser CM, Hall N (2005) The genome of the protist parasite
Entamoeba histolytica. Nature 433: 865-868

Lorenzi HA, Puiu D, Miller JR, Brinkac LM, Amedeo P, Hall N, Caler EV (2010)
New assembly, reannotation and analysis of the Entamoeba histolytica
genome reveal new genomic features and protein content information. PL0S

neglected tropical diseases 4: e716

Lu HG, Zhong L, Chang KP, Docampo R (1997) Intracellular Ca2+ pool content
and signaling and expression of a calcium pump are linked to virulence in
Leishmania mexicana amazonesis amastigotes. The Journal of biological
chemistry 272: 9464-9473

Luo S, Ruiz FA, Moreno SN (2005) The acidocalcisome Ca2+-ATPase (TgAl)

of Toxoplasma gondii is required for polyphosphate storage, intracellular

calcium homeostasis and virulence. Molecular microbiology 55: 1034-1045

107



Luo S, Vieira M, Graves J, Zhong L, Moreno SN (2001) A plasma membrane-
type Ca(2+)-ATPase co-localizes with a vacuolar H(+)-pyrophosphatase to

acidocalcisomes of Toxoplasma gondii. The EMBO journal 20: 55-64

Lytton J (2007) Na+/Ca2+ exchangers: three mammalian gene families control
Ca2+ transport. The Biochemical journal 406: 365-382

Makioka A, Kumagai M, Kobayashi S, Takeuchi T (2002) Possible role of
calcium ions, calcium channels and calmodulin in excystation and metacystic

development of Entamoeba invadens. Parasitology research 88: 837-843

Makioka A, Kumagai M, Ohtomo H, Kobayashi S, Takeuchi T (2001) Effect of
calcium antagonists, calcium channel blockers and calmodulin inhibitors on the
growth and encystation of Entamoeba histolytica and E. invadens. Parasitology
research 87: 833-837

Marie C, Petri WA, Jr. (2014) Regulation of virulence of Entamoeba histolytica.
Annual review of microbiology 68: 493-520

Marion S, Guillen N (2006) Genomic and proteomic approaches highlight
phagocytosis of living and apoptotic human cells by the parasite Entamoeba

histolytica. International journal for parasitology 36: 131-139

Marquay Markiewicz J, Syan S, Hon CC, Weber C, Faust D, Guillen N (2011)
A proteomic and cellular analysis of uropods in the pathogen Entamoeba

histolytica. PLoS neglected tropical diseases 5: €1002

Martinez-Higuera A, Herrera-Martinez M, Chavez-Munguia B, Valle-Solis M,
Muniz-Lino MA, Cazares-Apatiga J, Rodriguez MA (2015) Entamoeba
invadens: Identification of a SERCA protein and effect of SERCA inhibitors on

encystation. Microbial pathogenesis 89: 18-26

108



Martinez-Higuera A, Salas-Casas A, Calixto-Galvez M, Chavez-Munguia B,
Perez-Ishiwara DG, Ximenez C, Rodriguez MA (2013) Identification of calcium-
transporting ATPases of Entamoeba histolytica and cellular localization of the
putative SERCA. Experimental parasitology 135: 79-86

Martinez-Lopez C, Orozco E, Sanchez T, Garcia-Perez RM, Hernandez-
Hernandez F, Rodriguez MA (2004) The EhADH112 recombinant polypeptide
inhibits cell destruction and liver abscess formation by Entamoeba histolytica

trophozoites. Cellular microbiology 6: 367-376

Martinez-Palomo A (1986) Biology of Entamoeba histolytica Amebiasis 12-43

Martinez Palomo A (1987) Las amibas, enemigos invisibles.

Matsuda T, Arakawa N, Takuma K, Kishida Y, Kawasaki Y, Sakaue M,
Takahashi K, Takahashi T, Suzuki T, Ota T, Hamano-Takahashi A, Onishi M,
Tanaka Y, Kameo K, Baba A (2001) SEA0400, a novel and selective inhibitor
of the Na+-Ca2+ exchanger, attenuates reperfusion injury in the in vitro and in

vivo cerebral ischemic models. J Pharmacol Exp Ther 298: 249-256

McGugan GC, Jr., Temesvari LA (2003) Characterization of a Rabll-like
GTPase, EhRabll, of Entamoeba histolytica. Molecular and biochemical
parasitology 129: 137-146

Meade JC, Li C, Moate ME, Davis-Hayman SR, Lushbaugh WB, Finley RW
(1997) Molecular characterization of a sarcoplasmic-endoplasmic reticulum
Ca+2 ATPase gene from Trichomonas vaginalis. The Journal of eukaryotic
microbiology 44: 480-486

109



Meza |, Cazares F, Rosales-Encina JL, Talamas-Rohana P, Rojkind M (1987)
Use of antibodies to characterize a 220-kilodalton surface protein from

Entamoeba histolytica. The Journal of infectious diseases 156: 798-805

Meza |, Torre-Guerrero H, Meraz M (1990) Molecular organization of

Entamoeba histolytica.

Mikoshiba K (2007) IP3 receptor/Ca2+ channel: from discovery to new

signaling concepts. J Neurochem 102: 1426-1446

Mitchell KJ, Tsuboi T, Rutter GA (2004) Role for plasma membrane-related
Ca2+-ATPase-1 (ATP2C1) in pancreatic beta-cell Ca2+ homeostasis revealed
by RNA silencing. Diabetes 53: 393-400

Moreno SN, Docampo R (2003) Calcium regulation in protozoan parasites.
Curr Opin Microbiol 6: 359-364

Mortimer L, Chadee K (2010) The immunopathogenesis of Entamoeba

histolytica. Experimental parasitology 126: 366-380

Nagamune K, Beatty WL, Sibley LD (2007) Artemisinin induces calcium-
dependent protein secretion in the protozoan parasite Toxoplasma gondii.
Eukaryotic cell 6: 2147-2156

Nagamune K, Moreno SN, Chini EN, Sibley LD (2008) Calcium regulation and

signaling in apicomplexan parasites. Subcell Biochem 47: 70-81
Nagamune K, Sibley LD (2006) Comparative genomic and phylogenetic

analyses of calcium ATPases and calcium-regulated proteins in the

apicomplexa. Molecular biology and evolution 23: 1613-1627

110



Nicoll DA, Ottolia M, Lu LY, Lu YJ, Philipson KD (1999) A new topological
model of the cardiac sarcolemmal Na+-Ca2+ exchanger. Journal of Biological
Chemistry 274: 910-917

Ocadiz-Ruiz R, Fonseca W, Martinez MB, Ocadiz-Quintanar R, Orozco E,
Rodriguez MA (2013) Effect of the silencing of the Ehcpl112 gene on the in vitro

virulence of Entamoeba histolytica. Parasites & vectors 6: 248

Ocadiz R, Orozco E, Carrillo E, Quintas LI, Ortega-Lopez J, Garcia-Perez RM,
Sanchez T, Castillo-Juarez BA, Garcia-Rivera G, Rodriguez MA (2005)
EhCP112 is an Entamoeba histolytica secreted cysteine protease that may be

involved in the parasite-virulence. Cellular microbiology 7: 221-232

On C, Marshall CR, Chen N, Moyes CD, Tibbits GF (2008) Gene structure
evolution of the Na+-Ca2+ exchanger (NCX) family. BMC Evol Biol 8: 127

Orozco E, Guarneros G, Martinez-Palomo A, Sanchez T (1983) Entamoeba
histolytica. Phagocytosis as a virulence factor. The Journal of experimental
medicine 158: 1511-1521

Palty R, Silverman WF, Hershfinkel M, Caporale T, Sensi SL, Parnis J, Nolte
C, Fishman D, Shoshan-Barmatz V, Herrmann S, Khananshvili D, Sekler |
(2010) NCLX is an essential component of mitochondrial Na+/Ca2+ exchange.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 107: 436-441

Parekh AB, Putney JW (2005) Store-operated calcium channels. Physiol Rev
85: 757-810

Parnis J, Montana V, Delgado-Martinez I, Matyash V, Parpura V, Kettenmann

H, Sekler I, Nolte C (2013) Mitochondrial exchanger NCLX plays a major role

111



in the intracellular Ca2+ signaling, gliotransmission, and proliferation of
astrocytes. J Neurosci 33: 7206-7219

Pathak T, Trebak M (2018) Mitochondrial Ca(2+) signaling. Pharmacol Ther

Pertuz Belloso S, Ostoa Saloma P, Benitez I, Soldevila G, Olivos A, Garcia-
Zepeda E (2004) Entamoeba histolytica cysteine protease 2 (EhCP2)
modulates leucocyte migration by proteolytic cleavage of chemokines. Parasite
Immunol 26: 237-241

Petri WA, Jr., Smith RD, Schlesinger PH, Murphy CF, Ravdin JI (1987) Isolation
of the galactose-binding lectin that mediates the in vitro adherence of
Entamoeba histolytica. The Journal of clinical investigation 80: 1238-1244

Petri WA, Snodgrass TL, Chadee K, Chapman MD (1989) Monoclonal-
Antibodies Directed against the Galactose-Inhibitable Adherence Lectin of
Entamoeba-Histolytica Inhibit and Enhance Amebic Adherence. Clin Res 37:
A437-A437

Pritt BS, Clark CG (2008) Amebiasis. Mayo Clin Proc 83: 1154-1160

Que X, Brinen LS, Perkins P, Herdman S, Hirata K, Torian BE, Rubin H,
McKerrow JH, Reed SL (2002) Cysteine proteinases from distinct cellular
compartments are recruited to phagocytic vesicles by Entamoeba histolytica.
Molecular and biochemical parasitology 119: 23-32

Rabinowitz S, Horstmann H, Gordon S, Griffiths G (1992) Immunocytochemical

characterization of the endocytic and phagolysosomal compartments in

peritoneal macrophages. The Journal of cell biology 116: 95-112

112



Raha S, Dalal B, Biswas S, Biswas BB (1994) Myo-inositol trisphosphate-
mediated calcium release from internal stores of Entamoeba histolytica.

Molecular and biochemical parasitology 65: 63-71

Raha S, Giri B, Bhattacharyya B, Biswas BB (1995) Inositol(1,3,4,5)
tetrakisphosphate plays an important role in calcium mobilization from
Entamoeba histolytica. FEBS letters 362: 316-318

Ralston KS, Petri WA, Jr. (2011) Tissue destruction and invasion by
Entamoeba histolytica. Trends in parasitology 27: 254-263

Ralston KS, Solga MD, Mackey-Lawrence NM, Somlata, Bhattacharya A, Petri
WA, Jr. (2014) Trogocytosis by Entamoeba histolytica contributes to cell killing

and tissue invasion. Nature 508: 526-530

Ramakrishnan S, Docampo R (2018) Membrane Proteins in Trypanosomatids
Involved in Ca(2+) Homeostasis and Signaling. Genes (Basel) 9

Ramsey IS, Delling M, Clapham DE (2006) An introduction to TRP channels.
Annu Rev Physiol 68: 619-647

Ravdin J, Murphy C, Schlesinger P (1988a) The cellular regulation of vesicle

exocitosis by Entamoeba histolytica. Journal of Protozoology 35: 159-163

Ravdin JI, Croft BY, Guerrant RL (1980) Cytopathogenic mechanisms of

Entamoeba histolytica. The Journal of experimental medicine 152: 377-390

Ravdin JI, Guerrant RL (1980) Mechanisms of E-Histolytica Cytopathogenicity.
Clin Res 28: A514-A514

113



Ravdin JI, Guerrant RL (1981) Role of adherence in cytopathogenic
mechanisms of Entamoeba histolytica. Study with mammalian tissue culture
cells and human erythrocytes. The Journal of clinical investigation 68: 1305-
1313

Ravdin JI, Guerrant RL, Sperelakis N (1985a) Entamoeba histolytica:
impedance measurements and cytotoxicity in the presence of bepridil,

verapamil, and cytochalasin D. Experimental parasitology 60: 63-72

Ravdin JI, Moreau F, Sullivan JA, Petri WA, Jr., Mandell GL (1988b)
Relationship of free intracellular calcium to the cytolytic activity of Entamoeba

histolytica. Infection and immunity 56: 1505-1512

Ravdin JI, Murphy CF, Guerrant RL, Long-Krug SA (1985b) Effect of
antagonists of calcium and phospholipase A on the cytopathogenicity of

Entamoeba histolytica. The Journal of infectious diseases 152: 542-549

Ravdin JI, Sperelakis N, Guerrant RL (1982) Effect of ion channel inhibitors on
the cytopathogenicity of Entamoeba histolytica. The Journal of infectious
diseases 146: 335-340

Refaeli B, Giladi M, Hiller R, Khananshvili D (2016) Structure-Based
Engineering of Lithium-Transport Capacity in an Archaeal Sodium-Calcium
Exchanger. Biochemistry 55: 1673-1676

Reiner DS, Hetsko ML, Meszaros JG, Sun CH, Morrison HG, Brunton LL, Gillin
FD (2003) Calcium signaling in excystation of the early diverging eukaryote,
Giardia lamblia. The Journal of biological chemistry 278: 2533-2540

Rodriguez MA, Garcia-Perez RM, Garcia-Rivera G, Lopez-Reyes |, Mendoza
L, Ortiz-Navarrete V, Orozco E (2000) An Entamoeba histolytica rab-like

114



encoding gene and protein: function and cellular location. Molecular and

biochemical parasitology 108: 199-206

Rodriguez MA, Hernandez F, Santos L, Valdez A, Orozco E (1989) Entamoeba
histolytica: molecules involved in the target cell-parasite relationship. Molecular

and biochemical parasitology 37: 87-99

Rodriguez MA, Martinez-Higuera A, Valle-Solis MI, Hernandes-Alejandro M,
Chavez-Munguia B, Figueroa-Gutierrez AH, Salas-Casas A (2018) A putative
calcium-ATPase of the secretory pathway family may regulate
calcium/manganese levels in the Golgi apparatus of Entamoeba histolytica.
Parasitology research 117: 3381-3389

Rotmann A, Sanchez C, Guiguemde A, Rohrbach P, Dave A, Bakouh N,
Planelles G, Lanzer M (2010) PfCHA is a mitochondrial divalent cation/H+
antiporter in Plasmodium falciparum. Molecular microbiology 76: 1591-1606

Roy S, Dey K, Hershfinkel M, Ohana E, Sekler | (2017) Identification of residues
that control Li+ versus Na+ dependent Ca2+ exchange at the transport site of
the mitochondrial NCLX. Bba-Mol Cell Res 1864: 997-1008

Rudolph HK, Antebi A, Fink GR, Buckley CM, Dorman TE, LeVitre J, Davidow
LS, Mao JI, Moir DT (1989) The yeast secretory pathway is perturbed by
mutations in PMR1, a member of a Ca2+ ATPase family. Cell 58: 133-145

Sahoo N, Labruyere E, Bhattacharya S, Sen P, Guillen N, Bhattacharya A
(2004) Calcium binding protein 1 of the protozoan parasite Entamoeba
histolytica interacts with actin and is involved in cytoskeleton dynamics. Journal
of cell science 117: 3625-3634

115



Saito-Nakano Y, Nakazawa M, Shigeta Y, Takeuchi T, Nozaki T (2001)
Identification and characterization of genes encoding novel Rab proteins from

Entamoeba histolytica. Molecular and biochemical parasitology 116: 219-222

Salas-Casas A, Ponce-Balderas A, Garcia-Perez RM, Cortes-Reynosa P,
Gamba G, Orozco E, Rodriguez MA (2006) Identification and functional
characterization of EhCIC-A, an Entamoeba histolytica CIC chloride channel

located at plasma membrane. Molecular microbiology 59: 1249-1261

Sehgal D, Bhattacharya A, Bhattacharya S (1996) Pathogenesis of infection by

Entamoeba histolytica. Journal of biosciences 21: 423-432

Seydel KB, Stanley SL, Jr. (1998) Entamoeba histolytica induces host cell
death in amebic liver abscess by a non-Fas-dependent, non-tumor necrosis
factor alpha-dependent pathway of apoptosis. Infection and immunity 66: 2980-
2983

Shah PH, Stiles JK, Finley RW, Lushbaugh WB, Meade JC (2002)
Trichomonas vaginalis: characterization of a family of P-type ATPase genes.

Parasitology international 51: 41-51

Sharma V, O'Halloran DM (2014) Recent structural and functional insights into

the family of sodium calcium exchangers. Genesis 52: 93-109

Sharma V, Roy S, Sekler I, O'Halloran DM (2017) The NCLX-type
Na(+)/Ca(2+) Exchanger NCX-9 Is Required for Patterning of Neural Circuits
in Caenorhabditis elegans. The Journal of biological chemistry 292: 5364-5377

Stanley SL, Jr., Becker A, Kunz-Jenkins C, Foster L, Li E (1990) Cloning and

expression of a membrane antigen of Entamoeba histolytica possessing

116



multiple tandem repeats. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America 87: 4976-4980

Stanley SL, Jr., Zhang T, Rubin D, Li E (1995) Role of the Entamoeba
histolytica cysteine proteinase in amebic liver abscess formation in severe

combined immunodeficient mice. Infection and immunity 63: 1587-1590

Strehler EE, Caride AJ, Filoteo AG, Xiong Y, Penniston JT, Enyedi A (2007)
Plasma membrane Ca2+ ATPases as dynamic regulators of cellular calcium
handling. Ann N Y Acad Sci 1099: 226-236

Suresh K, Gyorgy H (2007) IP3 receptors in cell survival and apoptosis: Ca2+
release and beyond. Apoptosis : an international journal on programmed cell
death 12: 951-968

Szlufcik K, Missiaen L, Parys JB, Callewaert G, De Smedt H (2006) Uncoupled
IP3 receptor can function as a Ca2+-leak channel: cell biological and

pathological consequences. Biol Cell 98: 1-14

Tamura K, Peterson D, Peterson N, Stecher G, Nei M, Kumar S (2011)
MEGAS5: molecular evolutionary genetics analysis using maximum likelihood,
evolutionary distance, and maximum parsimony methods. Molecular biology
and evolution 28: 2731-2739

Teixeira JE, Huston CD (2008) Evidence of a continuous endoplasmic
reticulum in the protozoan parasite Entamoeba histolytica. Eukaryotic cell 7:

1222-1226

Temesvari LA, Harris EN, Stanley SL, Jr., Cardelli JA (1999) Early and late

endosomal compartments of Entamoeba histolytica are enriched in cysteine

117



proteases, acid phosphatase and several Ras-related Rab GTPases.

Molecular and biochemical parasitology 103: 225-241

Trejos-Suérez J, Castafio-Osorio JC (2009) Virulence Factors of the enteric
protozoan parasite Entamoeba histolytica. 13: 100-110

Valle-Solis M (2013) Tesis Maestria.

Vanoevelen J, Dode L, Van Baelen K, Fairclough RJ, Missiaen L,
Raeymaekers L, Wuytack F (2005) The secretory pathway Ca2+/Mn2+-
ATPase 2 is a Golgi-localized pump with high affinity for Ca2+ ions. The Journal
of biological chemistry 280: 22800-22808

Vercesi AE, Docampo R (1996) Sodium-proton exchange stimulates Ca2+
release from acidocalcisomes of Trypanosoma brucei. The Biochemical journal
315 (Pt 1): 265-270

Vercesi AE, Moreno SNJ, Docampo R (1994) Ca2+/H+ Exchange in Acidic

Vacuoles of Trypanosoma-Brucei. Biochemical Journal 304: 227-233

Voigt H, Olivo JC, Sansonetti P, Guillen N (1999) Myosin IB from Entamoeba
histolytica is involved in phagocytosis of human erythrocytes. Journal of cell
science 112 (Pt 8): 1191-1201

Welter BH, Laughlin RC, Temesvari LA (2002) Characterization of a Rab7-like
GTPase, EhRab7: a marker for the early stages of endocytosis in Entamoeba

histolytica. Molecular and biochemical parasitology 121: 254-264

Wuytack F, Raeymaekers L, Missiaen L (2002) Molecular physiology of the
SERCA and SPCA pumps. Cell Calcium 32: 279-305

118



Ximenez C, Moran P, Ramos F, Ramiro M (2007) Amibiais intestinal: estado

actual del conocimiento. 23: 398-407

Ximenez C, Moran P, Rojas L, Valadez A, Gomez A, Ramiro M, Cerritos R,
Gonzalez E, Hernandez E, Oswaldo P (2011) Novelties on amoebiasis: a

neglected tropical disease. Journal of global infectious diseases 3: 166-174

Yamamura H, Cole WC, Kita S, Hotta S, Murata H, Suzuki Y, Ohya S, lwamoto
T, Imaizumi Y (2013) Overactive bladder mediated by accelerated Ca2+ influx
mode of Na+/Ca2+ exchanger in smooth muscle. Am J Physiol-Cell Ph 305:
C299-C308

Yan L, Stanley SL, Jr. (2001) Blockade of caspases inhibits amebic liver
abscess formation in a mouse model of disease. Infection and immunity 69:

7911-7914

Zalk R, Lehnart SE, Marks AR (2007) Modulation of the ryanodine receptor and

intracellular calcium. Annu Rev Biochem 76: 367-385

Zhu G, Keithly JS (1997) Molecular analysis of a P-type ATPase from
Cryptosporidium parvum. Molecular and biochemical parasitology 90: 307-316

Zlobl TL (2001) Amebiasis. Prim Care Update Ob Gyns 8: 65-68

119



SCIENTIFIC REPg}RTS

DPER: MembraneTrafﬁcklng Modulation
_during Entamoeba Encystation

Emily He man®, Maria &. Sisgesmund®, Michesl ). Bottary(®, Ronmyvan sarla %, Maulood
i Mohammed Shather’, Elisabot Calar™, bogl B. Dacks® & Mark van der Giazen 07

Reosivak 4 Hovenber X6 i
= : Estamasbs histalptios i an mtastinal paras®a that infects S0-100 mdlion paogla and causas up o

Al || September 01T i 55,000 duaths annually. Tha transmasve form of £ histalptios &t cyst, with a singls ifectad
Publizhesd online I Doaber 2007 i individual pasaing up te &5 millen cyits par day, making cyst preduction an sttractive target for
tinfection contral Lt and chitin ara sacrnbad s borm tha cyst wall, aiheuogh |ittha & kaown abs ul

¢ the undarkring membra alficking precssies uppmh'gm,nm.hli Msklyte & dou et

D paadily b cystadn @hm, wa assesiad mambsane bafcking gene exseession duning ancyslation in
Eha chrsaly related resdel Ealamanbs brumdens. &nﬂnuﬂl‘ddnmnnﬂup-!igulﬂdiumq

s cyst formation, as are sore Feos Gelgi retwork-te-andmoma trafhicking ganas. Fothamees,
mdu-rﬁa.l-dgﬂduﬂ:&qgm-huwmﬂhhm-qﬂ,pﬁunﬁumpﬂmﬂn
mRMNA = praparsticn for axcyitation Twe divargent dy namin-related gretin found in Ealssbe

: arapeed orrirnantly axpraised during cy st feemation. Phylogenetic anabysas ndaata that thay ar
panalegous ba, bet quits dtine from, classical dymaming Found in human, suggaiting that thay may ba
i potential drug Largets Lo Bleck anc yatation. Tha membrane-talficking machinery i cely regelated

: during sncystation, providing an additional Tacat to endarstanding this credal parasitc proc.

! Entamaeba ktsioiytiza 1s one of the most common causes of death due io parasties tn the world!. B i thought 1o
: Infinct 50-100 milhon people each year of whom 55500 succemiy dee i dysenlery, amoehic collils and invashe
: |:|.Im:.':-|:md1ua:rn-:d:-l|:'.1'm:h-9:u".&Imutghagluhd;ufmmlltam:#urlmTnu-.l:ln_mummmm:
i Imdlam ssbeoniinent, Africa and South and Cenbrl America®. Tae majority of E hisiobrtics mfecions are asymp-
: Inmluu: spreaders, bul 10% of Infections will develop discaxe’, with srmploms ncleding dysenlery, collils,
granuicmas®. [f aricries are perioraied dering Tnhd]un.m'h:d:um:pmdh:-mnlhu'andhnm
: nMnglhxmﬂmnhmnmm:urhrdu:m\:mﬂu jengs causing plesropuimonany discasc’. Invash
! Infoctiom and dysentery & commeonly breated with nitrotmidzzole-dertved drugs® and the aminoglycoside paro.
: mamycin, bul surgicad Inlervention may be necesmry In @scsof fulminanl colibs™.

I E histoptioa parsiles are tranemized by ingestion of cysi-contaminated water. While the averzge Infecticus
: dose s = 1,000 coganisms, a single Infectious mdtvidual can pass =p o 45 millkkm cysis W thelr stcol per day~.
i After extting the host, cysts mest surstve the drying, nuirient poor, and thermo-wartable conditions of the en-
: pommment for several weelks Lo montbs. Once L2ken up, cysts Bor the harsh md]tyufmns:mur.ll-c

i iy of 15z small inlestine, rich with digesitve enrymes, as excystalion accurs [2ter in the lerminal tieem ™. A&

: L2 Enlzmostes iropharotie divides and colon®es the colon, in some cses cvesing temendoss tee
i destruction. It 1s here that iropfozokes farm the handy and indectious cysts thal ane evcreted (o the enviromment,
i The rebustness and prodigioes quantaty of cysts shed by nfecied individuals means that commenities in
;e dewedboping matlons thal ladk =nitallon are particulary affecied®. Mar‘.‘hnhm]d.l:mfrdmh
: mnfection influences child mortaltly, development, and worker productivity, promating poverty™. In regions with
¢ unreltable waler treatment and waste disposal infrastiructure, and whene aocess 1o lcines for breatment and
: qmﬂfp-l.ummuguﬂﬂr may be Ins=Bcent, mnu:ﬂlngl:e:wm:ufJHEm“wr.quﬂfm of Entamoeba
: Isof elmost Imporiance. Seweral groups hawe sosghl 1o elucidate the sysiems and molecules that are towokved

Decartrant of Call Biclagy, Facslty of Madicins and Dantilry, Usisersity of Albsrta, TEG IHT, Edmanton, Albarta,
Carada "Biosiencs, Uniearsity of Exatar, Stocker Roed, Exatar, EXE 00 L, i o P el By, Unwandy
i ofYork, Healington, York, Y010 S00, UK. “Cantra for Environmant, Fisharias, and Acusculturs Scisnce (Cafas],
Barrack Poad, Tha Hn'lh.,'ll'l]rrnm.l‘.h,. Drornet, DTS SUB, UK, "L Craig Vertar Institets, 3714 Medical Cantar Drive,
: Rockville, WD, BRSO, USA "Pra ati ol Haard, Lung, and Blocd Inutitute {HHLET], Matinal lmibabas
¢ of Haalth (M), 6P, Reckladga Drfes, Reom 91464, Bathasda, MO, D0850-T950, LSS Maria . Siegew=end and
i Michaal |, Bottery coriributed squally bothis work. Cormspondancs and reguasts for matarniahs should be addrasssd
P ke RO [emad: decksiivon berta ca) or Bl G, jerrail: moandergiseedEecetarac uk)

COEMTIFIC RERORTS | F: [ 78564 | DOCLOI0EERR] S98-00 71 287-£ 1

120



In encystalion, recently reviewad In M3-1chi et &l (2006) Induding Gal-ledn peodection, ctecholamine path-

“T“u.ﬂhr ok hEle hm::hhiﬂmmhhm:ld]uh I.n.u'u:h::l;?nr that fadl m.l-ﬂ-ﬂ-
P . Himazver, Is = r ovanis Hate

mlndliihnmnm,}mlhnmmupnpamdi:rmmﬂn salion.

The process of forming a stable, rosistant relies on the specific, o mﬂmnfr_tﬂn:ﬂ#umm
1t 1s thomghl that e wll & assembled ﬁmmﬂﬁhhmnﬂ-nﬂn ' Inthe
fnundation sizge, the Jarob i traficked Lo the ol surface and there bimds constiiut vy il
GalMAc lectins'™™, the "waille” stage, chftin 1s synthestzed and sacreted, lkely orossdinked by facob’s
tzmciemiy armamged chitin- domatns. facok lectins and chitin are seen In scparate vesides In ENCYE-
taton {12 hours post Induction, hpt), 2nd hawe begen to aocumulale 22 the opst wall al 24-36 hpi=.

L Limimg b niot diear, the chitin- ﬁﬁedﬂmmﬁﬂl Irim and diaac e ar
chitin®= Frrally, the Jessied leclin, chitin and may zlso seli-aggregpie, solld!fics the cyst wall inthe
“daub™ It 1o small molecules'™. Jessled s observed In wesicdes al 36 and
a@%%mmwmm,mmmmmmmm
TslIn

Membrane tricking i the movement of proteins 2nd other macromelecules hroughout the organclies of
the endomembane sysem, indeding endo- and exocyinsis. 1 1s iIndeed a defining featere of cularpotic cells, and
has been shown 1o be crii@l for parasiie Infection'” and evasion of e Immune sysiem™. Several studies hawe
Imphcaled the MTS In Entsmosha pamasiilsm'™ “,md.ﬁudﬁﬂ]’l;enqﬂlm. Membane imMicking eveniz are
repeiated by small GTPases such as Rabs, tmeolved with vesidie fision dymamics, 2nd Arfs, which regulate the
assembly mlﬂnmu:nmﬁdulburlunllhpmmﬁmﬂmmmw encysiation bya
micrmarmy sreem®. A larpeted biotnformatics analyss box shown Lthat h.lﬂp%luluh[mm

thro nc lon; & bas over 100 Rab !, many of which lack homologees W human™,
Ern.lrgllm‘ptgh ﬂllymmmmmwmmﬁem"ﬂrﬂ uixdl'?mp cyst for-
mimmﬂmmﬂmEMﬂ@mmeumuulh a2 conlzain basic vesiclk framsport
machinery omman o eularyolic celis, and n Hunhnﬂlhslhexmdnﬂﬂnmmn-
ment®. However, an In-depth assessment of the Extamseba M TS, and Bow 11 relales to encysizBion, has mol yel
been done. Due ko 1x importznoe n formation, we have lzken 2 comparat®es genomics and transcriplomics
ﬂmt:hIn{kﬁ'ne[hrM'l’Emm%mldmﬂfmﬁ.mhmmrﬁgﬂumm
rin m:lﬂllm.hmlmmlnmll:m E_histaiytica pathogenesis fio lix environment
; : murmlﬂmdhﬂbn:]emtwmdmm o undersiznding mukiple aspeds of this parasites
a oLy,

Dmrrumhrlmﬂpl:r.m:h'n;WMMMMMWMHMEWHBHEmmimﬂ]
of enzymes. Dynamins are T Pase probeins lrvalved In membrane . aithoegh the exact
mdm.hwhﬁ#m%mm&m%nhmﬂhﬂ“.l%ﬁm
zroend e meck ofa vesicie forming 2 hollx, and then imduce sssion L bebe consiridion sndtor mem-
hrane destabiitration, GTE They areessentlal for myrtad cellutar processes, such as endocylosts,
organdle diviskom, wvesice scission, and cytoskeictal orgamistion™ =, In a previous sudy of Glamba
intestinaits, 2n unrelabed enterkc -form 1= single dyramin-refaled protetn (Drpl was shown 1o
hrmmquui:nnuhn“.fl?:lmﬂmﬁm E:: o vu'l:ls,l.;i mdimﬂ
negative Drp mulznt blocks Giardis encysiation®. Becuse of # imvohvement of dyramin in membane tahick-
n lrdlhﬂ.llmmﬂdhﬂurhnﬁxﬂmﬂnhptumrﬁnmhmuﬂptﬂ:ﬁﬂymﬂmupmn
of dyramin.rozted proteins dering Enlaemebs cocystation.
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Results
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ﬂmﬂlﬂﬂmﬂymbzhemmmhmmmm resubied tn 4010
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mnmnmmmﬂn tahases, and 11 of these zre refated to tensposbic dement sequences
(Supplementary Table 51 All genes are Bsied with expression valees In Supplementary Table 51

E. histolytim and E. invadens have a similar rapartoire of MTS genes. [ order 1o sepport the
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are mallahle lnmnhnut.:l'ﬁﬂnillnpnm]. Lt presencefahsence ol MTS s conserved hetween Lthe
246 of 367 identified

bwo with onc lo-one Arland Rab i TPasesand
H'u:'lrm thereare 11 mmmam 2 different numbser of paringees,
mdmmdufﬂuuaugﬂurm lztions bawe coommred.

Thie Al and Ei!lE'I'FIEI, e TBC I:T'rbll'Buhl‘.l'Edll:I-E'l mm-:n:hcmum:m Probeing;
Fah APs), and the DEMN domain-containing proleins (Guanine nudeolide Exchange Factors for Rabs;

mﬂumﬁm&mmmwmwurmmm:mmm

\o dizlermine 1-1 artkel Independent expansiors within Enta
Lary Tahle 53 1sa ummary uflln:mrt,mullu mormesponding phyiogentes [ound in Suppl

5] S1M-N, 51R-T,524-5, and Files 3and 4. With the exception of the Ark, more than

proteins hawe dirert 1:0 ogy between E tmvadenrand E hidodetios, while |oss than Lid of e pro-
Ietres are ‘singlelors’ (L2 one or more gene family members In one Extarosba spedes with no dear orttologues:
In the otfer). The resi of the proteins make up orthologoss with some ot boss peents (Le | 421
or 11 +erttologyl. Overall, the vast majority of OTPases and thelr regelstors ool ogy between the two
spacies (== 75%), Liszre barer beem m independent expansions n hoth spacies. there & diver-

gence In this ome seb-sysiem of the membrzme-traficking machinery between e hao organisme, e overall
stmil af the remaining MTE cmend In E. kirfolytica and E imvadeer 15 high 130 of 155 genes have
1=1 , and there arr S1 cases 1 fador dedeced ax presend In the LECA was not Identifiad in either
penome- Therelore, we supgest thal E imedens 15 a good proxy for sedying encystation In the heman pathogen
E kisioiyfica.

The wesicde formation machimery (Fig. 1a) s lrgely complete rolattve to thal of human and yeast mode sy-

LeTres, Ecthe drwerpence of Extamoeba Toe that appears in be zhsenl
B:|'|I|:1:|.IIiI.I:::F| Hﬂiﬂ&nﬁd mubuniis is T5ET, ITEE drm complex thal has Been
paritally or fufy lost numencus tmesin cularpotes™. Although cther compleaes show partial insse, 1t 15 not dear
whithser these are roal geme absemces or Blse negpiives dee Lo high sequence divergence, and generzily enoegh
members of the complex are present that ® may sl function even If some subenis are truly mising. There has:
been 2 dear Extamoeda Hnezge- n.of the coal lex COPI, which s nsie for retre-
in the Gol mmnmmmu“thMMIm cxpansion of the
\mﬁm]:met’lhnummrmnplumbnﬂl Mﬁqilmﬂtﬂm‘gﬂpﬂfﬂ:ﬂﬁxﬂw
In yeast and humam*™*. Retromer 15 responsthle Ebunrm somal cargn receptorns from the endo-
mmﬂutﬂﬁmmmm"mmmum ﬂ'mlnbel.lrpl.:d.lnm-phpwrru.l

varuaes {FFYEl, an Enlrmoeia-spectfic endolyscenmal coppmelic w Fmally, there are
the suben®ts of the 1 amed th the veside
Iﬂumn;_m?p ::rd :ﬁ;:mpmnm: 2 micrac wi
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Common losses are cbserved n both Extamceba specles for the wesicle fuston machinery (Fig- 1B
Anterngrade imficking from the ER 1o IhH:nlp 1s smpporied by the presence of SMARE prolzins Syntaxin 5,
Bosl, Yids™, = gy plants 7{ ©_as well as the EM protetn Shyl and the majort;
of the multt ssbuntt e P-ITC'ITIEJ.P'H - Comversely, netther the SMARE ns
hilhm:npﬂﬂ trzcking, nor the MTC Dsll, appear to be present. Only two wrre idenll-
fied of the igomeTic deimﬂ]n:m.pl-rx,nMTCI n ruﬂ'ndecnlp LraBriingiae,
Eoweer, as e Q0PI coal comples i present (and cerizin sebunits depliated Gaolgl- ER relrograde iaf-
&HEI.: am Iniegral feature of ER restdent prodein recycling and dsternal matumtion ™%, 1t 1s Dty that this

1s fncoonal

Gl:ue: tn endosome- to- TGM taMddng ntunmmdmd!nmmnmﬂm‘rumdni; for exzmpl
Synlaxin L6, Yi11, Synlacins &10, and Veside Assodaled Membrane Proteins [VAMPs e, S22 the Sor, ].'
™ proloin Vpsdse, anda partial GARF MTC comples™. This mirmoes the expansions of e metro-
mn'mhunll. as retpomer 15 the coal comples thal funciions tn this patiway. The endosome-1o-Bysosome

p%mmbemmﬂhlm“rp‘hMulhmllumrmiqma mot be
mnﬁd-m iden and while three cut of four ¥psl mne components were foend, we could not Identify any
of the FH02E (Vpsdl, Vps39] or Corvet [ Vps3, VpsE) acoessory proleins.

Thwo sacretory SMARE subfzmifies have also undergone expansion. While the SMARE proteins tweobved tn
consiiutive versus regulatad seoretion are not well established outside of mammals™, tere & evidence foran
cxpansion of plasma membrane syntaxine, as well uvﬂmmuhim&nuhmillrplm;nmnhmm
exocyiic S protetn Muncl & was idenbfied™, as well as 2 parttal, bet poten functional, exocyst comples; the
BT tmenbed In esncytosls™. This cxpansion cerainly mises e pudhl]ll:r I.L el ma:lnnﬂ]'m sepporl
secrelion of cysl components. In oeder 1o defermine which M TS proleins are spedfically Imobved tn Ili.l[m:m

wr assessed thelr expression paticrns during encystation

Ganas diffarentially axpressed during encystetion fall imto ten clusters of axpression pat-
tams.  Satisticl pair-wise mmparsons of cach tme point were conductad Lo identify Iﬁmﬂp’dﬂn‘uﬂ}'
cxpressed genes using edpeR™. This resalied in 2 set of 9,073 genes ideniificd as differen
2t keast bwe time points, of which 4287 were considerad 1o be ignificint (defmed as FDR -2 0,01, Fli:l.n:lnngn:-!:l.
l]'mﬁuﬂmbﬂ'mn s was 52l @ priorf rether than esttmaled from the dalz, we chose nol o focus on
af pemes. ‘W optad Insirad in cleder genes based on thetr expression patterms,
and then idenalfy the membrame it cking patheays for which 2 dear paern s chserved.
Ten clusters with clevated expression al one or more Lime potnt were Identified using k-means dustering
(Fig. 2} In general, S subcleders semit three over-arching patterns: gencs whose expression increases dur-
I.uTéi.ﬂy andlor ke mmmmln the malure cys; gencs whose r:l:prudnu.d.u:lu.:-u
encysiation; and genes ﬁuﬂm Imcreases In the mature cyst. The first pattern -
during encystation - Indudes 1, %, 5 and 2. Within this group, 1L s poasible to urﬂunﬁ.lnﬁlh
Eﬂu‘i‘memmnrm;un.mInbuhedyf!ihmﬁmdl:lnm:yullnnﬂﬂ};ﬂ,ddmﬁ
s whose expression peakes tn late encysiation (sebolusiers 1, 5, 2nd 9. Subcesiers 3 and 2 are characiertsed
a peneral docrease In during the POCess, | In the mature oyst (72 hpil
Hmmnmhﬁmgﬂfﬂ“ﬁm abclustis 4,7 and 10, sebebeer o ey
ng

L:l:lﬁulu members are and ke encysiation, bet reiern o
sion kevels equivadent 1o or mmﬁmmmm Sehduser 10, an Ih:d]urhn'rd.ﬁ
2 patterm of sizadily increasing expression throughoul encystation and in the mature cyst. Subdesier & showsa

ol down n between the e and e nizd Thowewer, e Iude
mﬂnﬁmp umhmnﬂummﬂudhﬂ'umﬁnm o Mm hmmdmni:-hm:un other
subcusiers. Jacoh locting e foend In mthniM?Mnimilnm

4 and 3, respeciively. Jesdie lectins are foend In subclesder 5. This s wih the notion that the Jacob pro.-
teins acl al an @rileT stage, as subdusier § describes genes ot bave expressiom during eariy and lale encys-
Iathom, and Jessie art later, a5 subdester & describes genes specifically up-regubated In laie Lation.

Furthermose, all iour chilmases have expression patterns nagreement with previous BT- PO work™ and are alsn
members of subclesters S and 9.

Thevarimce between these desters can beacounied for within the first bwo princdple components of the data.
sl (Supplementary Figere 53] The majarity of e variance s explained by principle component 1, accounting
i:rHHHuflnI.nl.lh'l:l.iil]lyﬂhlnIlrduau.ThumnTmmlhd:mJﬂ.nl'b}'Ihmnmtumﬂ
Eﬂmlhln (3 Bpl) and within late encystation (48 hpll. Princplc component 2 accounts for 33% of

the data sei, representing the onlms In expresson of betweazn Ilnml:):lhm (24
Differences within expression between Lu‘hmﬁ};ﬂ'l and within bie hﬂ

(48 hlﬁﬁm roic In dislingeishing the expression of these desters.

Mambrans trafficking gene sxpression duning encystation.  Ofapproxtmatcly 400 MT3 genes, 213
ml.d.m.l.'l:ﬁn:lud.lﬂ'mnl.l:l{ and could be diestered le the groups described dbove m:i':.i
tion | Table 511, wt found that 174 of the 400 In
Ernvmhmmm&iduﬂ-&mmnp Murnm:mfmmilnmhhl.mmqm pencral expres-
siom pattermes. These fndings poinl to 2 mmplex MTS with polenttally functionzlly dstind pardlogues that can

be tn and oul of protein complezes (o fmely teme taSdking processes during encystztion. Rather &an
2 hlam ket Increzsr or decrease In expression of some imticking fciors over athers, this suggests that e MTS 15
higtdy modubied and 2 criticl part of encystation.

We ldeniificd |8 gemes imvohverd in secretion in sshdustens 1, 2, 5, or 9, which showa peern of ep-regulation

during encysiaiion, and which do not bave paralogues with cpposing cxpression patterns (Supplementary

Sl
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Rgure2. [Hifcreniily cepressed tramscripls dusier fnlo Len expression Flots of cxpression

profiles (oentred bog, Ifmﬁdmwlhmignﬂ'mﬂrmd.}m cxpressad 2t leasi one Ume point
ilun-{-.u]lng,rdd ﬂ;:;!hplilnmtmmhdmkﬁnﬂumgbmhbmmnﬂutldm
Hl gerees In cach duster 1s provided above respoctive plots. Red polnls represent e

duﬂer’!:mem nprmllm prefile

Tahlke 52). Several members of Se Q0PI vesid e oot complex, responsiblie for the inftlal ER-bo-Golgl step of i

ficking seorefed matertal, are up-regeiated during encystaiion (Sarl ™ and two parlogues of Sec. 240, Intra-Gaolgl
and Golgl- ER retrograde imcdng s ako ropresented In lhﬂz subclusiees, which include twe off the gx nbl.l.u.l.l.l

of the COFI wesidle coat complex required for ntra.- Gaolgl -ER trafcking, four E1G-lke AFOEF
dogees, as wdl ummﬂEpﬂnmmufmm Inlh iE}nI.n'ln:\.Eul B, Bell] lhr
5M proletn Siyl, which helps disassemble this SNARE compler Po mlnrrmnmmmﬁmuf

these sebcusiers: Smizxin PM (o parlogees), 2nd Syp7 as wdl ulh:nmmnmmm.\!mla-.iw?tl
ﬂmlmﬂmﬁuhhmﬂuﬂmmmp{m‘ and due &o Iis-2bsence In human, T may represent a

abl mmlb&lbmqhmﬁln:mnmmiy:mﬂm“ zppear o be down- mp.dladd:mn;mrg:m
Ltu.llmmd‘q‘mly{l zy multiple roles n imficking-while the Enlamosba Rab | homolog=e has not
Rak| profzins In E!d}u‘dhmnﬂlmnﬂ'ulldlnﬁqmmﬂ' and EhiabA has
been showm tobe tveled in cell mothty™.
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The TON-endiosome recycling pathway Is more modestly represented In subclusiers 1, 2, 5 and 9, with
five memibers. These Indedr the SHARE prolcin Synlaxn 16, s cgnate M protein Vpsds, EpsinR, and Fabl
(Pricfyve In mammalk), which 2s well as a suben® of ke GARP mult-subunit lethering complex, vpssl, Is
trvolved i e ehering of vesides durtng fusion.

Dmﬂﬂmhlmlkmbqﬂn‘ﬂmtﬁﬂp]hi:duﬂﬂ:lmdﬁ&mmﬂ:ﬁuﬂ , WhiosE cxpression
decreasas during Thse Indude bath paralogess of Rabd, two cytobestn-llke ArfiGEFs, and Rabs.
mmWhhlﬂmkﬂthmemhmp regalated during encystaion. However, Lhis gene
Is knowm Lo hnmt:dbﬂulnd'«ud“,mdm:;yhu;m as part of the mnmam%ihuhhm
proposed o regelate encystalion™, rather 15 pan nlummln'plnﬁu.:m:dﬂnﬂ]: E. fmuadenr
anehlmmyg:mﬂmﬂ.‘hpnhgmuunﬂmlhm while one paraiogue of a gene
zppears io be down- regelated during encysiation (in subclesier 3 or 8), the other parzliogue does not dhange: in
cxpression. As such, theor are fow genes and pathwearys that clearty exemphifva pattern of downregulation. Desple
the high medulation and diferential expresdon of MT5 components, & unl:.l.m:l{ rare for bwo pamalogues of any

N Lo baree ‘Tpposing cxprossion Le.one isa member of 2 sebd uster whose expression
m&mn;mimiﬂm Is part uflmﬁuﬁ?ﬁ“mﬂnnh‘murﬂﬂh&m

conditions. The majority of these cases ooour in highly parzlogoes Families, sach as the TRC-B family of
FabiiAPs, or e mﬂ{c SMARE proletn Vamp?. Given the mmﬂuphzlhm and diversifiation n g'rrur
pene families, we 2re hesilam? Lo wse thedr subclusier membership as evidence of an emphasiaed M TS pathway.
'El.lil'l:l.l.ﬂ‘r LT ame 57 MTS genes whose cxpression Inneases from lzke encysiation (43 hpi W.E}Il'n'l.ﬂl.l.l.'-l'
i sebclesters A, 7, I.I:IF‘FIEMML: example &5 the ESCRT complex where 7 of 17 are
nd subcleden. The ESCRT complexes are respansitle for molivesicslar %h@pnﬂhlnﬂdﬂ.—
nlsm by which plazma memhrane and cyinsalic protetns an be rgeied 1o the ecsome lfor degradation. Other
members of these subdusters thal are tovelved In endosome recyding 2nd endo-lysosomal fenction indude the
alaptor prolein comples AF1~ s=bunll (iwo R, 6 or 10, Iwo patalive DENMNZ
lopues, Rakb?, TREC-B, and TBC-F Chithrin ha mlx:ﬁ. ﬁl;ﬁy expressed in the mm:ﬁ_mnﬁ‘?
uruhn}'plru}'guml]ﬂm:hrq}ﬂuu including two members of the 0PI coal complex (Sec
7 and Sec. 311, fwo non-buman M'prulmll}u-@'llln function In ER-&o-plasma membrene tafidkdng in
planis {NPSH1 | 2nd Syp7), 2 plasma membane spnbaxin, the Q0P subunil QOPE, and teo E1G-1ke ArfiERs.
Fimally, theee are three AfHO AP, one SMAP, and three unchamactertred ArfiiAP paralngees in these sshdusters,
altfough thelr Interacting Arf probeis and therzione fenctions are unknown, Other small € protetns and thelr
repelators that cowld nol be dassified, or whosz fencllon Is eninown, include five RabiEFs, three RabOAPs,
twi Ar{prolcins, and nine Rabs. These miMAs are highly cxpressed tn the matuee cyst, although 1L % nol der
whithser they are transhiled inio protein prodects 2t s stage. As e matere cyst 15 quicscont, | & possibla ot
Lk Is donc Lo prepare for encysiation, s ot the ool @n quiddy perform carly endocytic, cxocytic and recy-
ding fenctiors pricr io beginning e gene expression progrm seon in trophozokes. This bem]-ugl:ln
Increases in mR A stahility saem In ke slagr trophozolies of Lhe malarta Flsmadtum
has heen ssgpested to allow nascent merozoltes bo Id];':I Mrnkvdq:rmd.qt'leq:mlm:ﬂ:uuh
new erythrocyle™, However, bwo profeomic analyses of E ksiofytioa have idenitfied several membrane inihicddng
profeins {among others) present i the oypst™*, segpesting Sal 2 et some MTS proteins are relamed.

Prasencs of divergent Entamosba dynamin proteins during encystation. One final
membrane- tahdiing pudmmmnﬁdn:mmhﬂdntdmﬁnmln-m prolein {Drpl.
DRPs beree Been showm o be tmvobved tn membrane tahcking steps s=ch ax ¢ scisson and wesicle fusion,
25 well 2z other cellular processes reqeining membane deformation induding qﬂmmnﬁuh
Enmmmh brlhmtmamnﬂumpmdlnumn . we asked whether Drps
2k In encysiation in Entamodba
Ewmmﬂlhmmbﬁ 1 ERI_DL3 LB, Hy [EHE_052740),
EhDrpa {EHI_174550], and ERDRPA (EHI_139440). \*FurﬂurﬂfﬂdlﬂlrhnﬂtgﬁﬂwE tmvadens
gEnomi: ElDrpl (EIN_OEL190), E10rp2 (EIM_L 14780], ElDrpia (E1N_4Z80801, EIDrp3 (EIN_37&4100 and
E:I]i:mI mmn:m.pﬁkun ll:I:Iull.m:r: rrdmi:;:l-m.l.l ght 1o the ctber dynamin Eomily members,
I -dare: n a arwelgnl 1o o
mhﬁalnmmnfmnmmMMWEmn I and 2 comiain
duu:hl terminad large CTPase domain and - lermimal G TPase ofecinr domain, enly the M-terminall lzge
domatn was identified In Drp2 and Dapd exing Pim®™, SMART*, and MCBE Conserved Domain Databass™,

Howrweer, D3 and :].Igmlhh:llu:j‘lﬂnd.u‘n.ﬂnﬂn ['the GTPase domain, suggesiing sogermce
mﬂu‘p 'pﬂ';nwnunmﬁdlﬁdhmﬂn diomatme ’ "

Phylogenatic analysis of DRPs in Entomoeba spp.  To assess how the Extamaceba Daps are phyloge-

related Lo ather dyramins, we performed extersive global and amoshozcen phylogencac nﬂlﬂ .The
Initial dalzert comtatned 133 dmamitsand dyramin refaled sequences f!ﬂhmﬂﬂ Flgare 54, which was:
|:up3

e inlo Dirpl and Drp2 seqeznces | Figure 551 D squencas, with

II. om amoehozoan taxa [Fig. 3). The netic reconstrections diardy show mnservatlon of the

amaong the Entemneba specios. E 2rpl and Drp? dustered separately from other func-

chanciertaed members of Lhe dynamin protetn family (Supplementary rnSi.'Ib-.Il:ﬂrﬁ.l.m:l.lunl.l

umlnﬂ.mllmmmmnrplmimﬂﬁmndlﬂ mr Ermlh'!ng
Anmdnmlndlhnmhrqhﬂdmdﬂmmnplhlhﬂplmﬂ\dm:dl

lhm Flgare 54 and Fi with the amachozoan [ dis-

coédewes [HpC and Fofephondpam Drp homel ogue WMTH#?EENI-WM.ME&
Enizrmeba Drp< dade being the oulgroup o the other sequences. importantly, there 1s no such human dynamin
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Phiylogeny of Dp3 and Drp4 proteins
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RAgure3. Phylogenctic 2malysts of the unuszal dynamin. ltke protetns Dep3 and This
mmdymmmﬂvdudﬂorwluamndmndmnglmcr: muzmﬁz
tn bumans. The PhyM1. Maximum Likdthood 1s shown. Hootstrap valaes and posterior probabdity
valoes were cicaiated ustng PhyMI1, RAXML and MrBzyes. The dataset contained 29 saquences with 372
mmm(mwmwkmm

W&dwmmWhMWWfMNMl
o
cgmﬂnj;ﬂmbdmdpqnmm with the phaccphyorte laxa Thalasstosng peey-

hnm.mmumuu-adw whose sccomdary plastid cetginates from 2 red

2gal endosymbiomt (Fig. 3). This might that these chioroplast. containing stramenoptics acguired this

h the th an carlter
dymugnq ::c:khrypl mnumnmumumwm an

significantly expressedi encystation stage inE. invadens. Idemtfication

nl'l!uur-:?‘.‘ mmlnﬁmdodyxwmﬁn::mfn"mn.mmum“

nmuﬂymdkmdmnrwdmmquhmlna&rmnmw&ﬂybwm

arc expressed, we performed roverse PCRon mitNA led 2t the fol-
bmmmolwtubptnmnhp.ss wbql.« amnm;ﬁm&m
by fluorescent microscopy esing

(Sh,ﬂkmmry re 56). In
mwm;mMWMAmMammwd mﬂm
(known encystation markers) was analysed (Supplementary Figure 57). In agreement with previcus stedies™,

dmnmm fmuubn.wlhlk betwoen 32 2nd 44

t!u:degu Mtn&mﬁch’ unlpu( . 4a). BEADrpi and 2 ame at Jow levels
in the trophozotis stage, bt D] expression Increases aiter 24 bt and romatns the late cyst stage,
while ElDep2 peaks 2t 28--32 hpt, and drops bet rematns constant after 36 hpl. Drp2a ts constitutvely
M”uwm:pmduhmhhm'u

RY-PCR, QPCR and Western blotting reselts show that the two divergent mpwdnmmmlyuwmd
quqnfoimmtng.undmmmmmlmdndg i #ENe exprassion, we
tication eMciency for cach primer pair, with values mosfornnrps 104% hnDrp&and

109% for the reference SKI-mie protetn SKIP. B expression Increascs durtng encystation
(28 i), pr&':um:cqumn(m;& & D"P3 lale encystation (40 + hgd). B:',plmlon
peaks in e n“b&d&mmqﬂnmd&mmmm)mmﬁqmm

analysisal that the expression of both EDrp3 and E2D7pd increases during cncystation, as
et Miketien T d 16, e el Tl s (e o o St B e
and repeesent potenttal therapeatic targets 2s they are divergent from heman dyramins.
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Fgured4. Semi.quantitative expression of all E. tevadens Drps and quantfattve expression of divergent EXDmp3
and EIDrp4. E. Imsdens dynamin expression was assessad durtng cpst formalion esing semi KT
FCR I’Brg‘mm :nﬂ)ﬂs lndlgl“.a that the enesual Drp3 mdq;N dmnnlnsnl}ge. mm‘:tmm
monlyuin nbcmlmuopbw.cun Cysts (24-28 hpt), mid cysts
(32-40hpt la.mdmmrcqulu Adtin cxpression was used as 2 loading control Quant®ative
real-time PCR analysts of enasual Emmwd\l during cyst formaticn (b). Relative gantification

of £ madens Drps (lcft) and Drp4 (right) ex In trophozoties versus Cysts is shown. Time polnt of
ENA extractiom Is indicated on 1he x nlsla%' Ty cysts: 24-28 hpl, mid cysts: 32-40 hpt 2nd late and matere
cysts: 44-72 hpt) and relative mENA lowels is on the y-axis. Standard deviations are based on triplicate
cxpertments.
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Divergent Drps changs callularlocations during encystation.  We have chearly demomstrated that the
highiy dtwe Drp and Drpé 2re upregulated darin nqnmon.lf!hm tns play some role tn enc

mﬁ 1t urg;vt that therr cellular loaltzation would F the mm eﬂrlymon pmcen..y':
tvest) ucdxpcmhh;mpm@m.mnﬂnmtamzua[ Ines peadacing hema, umxlvcr

sl Drp3 and Drpd expeessed estng the pEINEO-LUC vector developed In the Bhattac

1hls vector ‘:ut\-m demonstrated 1o contmscusly express mserted genes under coatrol of d\c promaoter af
dbommxl;vmummlldunngnpcummmfml He 1o cyst and back. Due W the asynchronoes
natere of E. tmadens encystation™, we observed several dificrent locitration patiems vartably 2cross the tUme
polnis (Sepplementary Flgare 5); ‘however, the paliemn reprosenting the u:mmyot’cr.s at each time potnt ts
shown In Fig. 5. The lecaltration ofboth Drp3 :md In Lhe trophoenile soems punctale and diffuse, and Drp3
s locatned Lo fewer bet larger strectures tham Drpd (Mg, 5). For Drp3, the localization stays stmibar for e frst
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Rgure5. Localisstion of dhvergent Deps during encystation of Extawosba fmvadens. Hemaggletinin tagged

E meadens Dep3 and Drp4 were stzbly overexpressed estng pEINEO-LUC™ under the control of the riboscomal
protetn geme L3 promolor. The HA-tag was vissahsed asing antl- HA antbodies { ThermoPisher) as peimary
antbodies znd socomdary anthodtes corjugated with Alexa Fluor 438 (Abcam). Shown are representalive
tmages of the most froquently observed phenotype at cach tme polat, based om data in Supplementary

Figere 59. Trophorottes and encysting cells were collected 2t Indicaled time potnts, Wildtype E tevadens 1P-1
wese treated the ame to Indicate absence of cross-reactivity. Nuded are statned ssing DAP] and 2 bright ficdd
tmage ts shown In the top right of cach Image. Bar egaals 3um.

23 hoars afler which the number :u'run:lr.: structures redaces and more dongated strectures appear (. Sand
Sepplementary Figam 59). The fimal cyst localtzation seems close to the nocleus suggesting a possthle assoctation
with the ER. Drp4 on the other hand seems mare o less stmilar throaghost encystation bul aiso loitzes arcund
the nuckeus tn $e final cyst stage (P, 5 and Supplementary Figure 59).

Discussion

E tmvadens is 3 well- estzblished model systom tn which 1o study cyst formation of the related heman patho.
gen £ histolytica. As cyst wall formatson by secrelion of varsous lectins and chitin ts crittal o pathogenicky In
Extsweoeba, we have focesed om the role of the membrane traicking system (MTS) In this process.

The MTS gene complement of E. tevadens and E. histofytics is highly simtar. As these species are not imme
diate stsier taxa™, these data might be exed 25 2 proxy for stadying other Entewoeba species. Vestde formation
machinery presence & woll conserved rolattve o that of the model systems of heman and yeast. Only the ESCRT
family ol proteins is relativdy Incompicte, althosgh we cannot exdude the possthility thal the poterttally missing
penes are prosent bt highlly divergent, and refractory Lo identification by BLAST scarches alome. However, oven
in thetr absence, It ts Itkely that the ESCRT complex 8 capabie of penerating multivesicular bodies, espectally
grven $hal many ESCIHT components show patierns of increased expresston In the mature cyst. MVEs are sorting
organdles; uswally their contents are destined for fyscsomal deg son, but an also be socreted wia an encon
ventional pathway tnvolving autophagy machimery™.

Onerall, vestde fusion machinery s Joss well-conservod. Nome of the SNARE: protetns tmvalved I retrograde
traicking from the Golgl to the ER cocld be found (Syntaxin 18, Sec. 20, Usel, Sec. 22)%. Addntiomallly, the COG
complex, which s Involved In intra-Golgt tafficking®, appears lo be heavily redaced (only two subunits cat of
eght could be posttively demttfied). Dsl] appears Lo be missing, bet it 1s typically partially or complesely lost tn
organisms that lack peroxdsomes™. In these cases where very fow or no memeers of 3 complex coald be dentified,
f2fse negatives due to divergence are much less likely. Entamoeba does nol have 2 Stackad” Golgt body, Instead,
large Golgt ‘vesicles’ surround the macieus, as visuaitzed by comfocal microscopy of amoehae statnod with ants Arf
atbodies™. One may specaiate that these potential losses of tntra-Golgt 2nd Golgl- ER traficking machine
are corrlated with Extamoebs’s alternattve Golgt organdle structure. However, the COPI coat complex, whid
aiso supparts retrograde Golgl- ER (rafficking ts nearly complete, and aimost 2l ssbunits have undergoae gene
dupiication events In both Extamoebs specics. This seggests that the typikcal Golgt-to-ER trahicking pathway is
functiomal and may even have two funciiomally distindt COPI coat complexes. Addztiomally, two paralogses of
the SM protetn that fenctions In this step are peesent tn both Extamoeba species, lending further support for this
traMicking pathway. These results seggest that Golgt- ER traticking In Extamoeba difers from wihat Is roquired In
mammaitan and yeast calls™™, In that % i apparently accomplished withoat the SNARES 2nd MTCs that tether
incoming vesicles to target membranes in opisthokon! systems,

The MTC complexes of the endocytic system 2re stmiflarly reduced. GARF, which sepports endesome-TGN
tramicking ™, ppears to be mising cac ssbantt {Vps32), and while the core TRAPP and VpeC core subsnits are
largely conserved, the subemits that are spectfic Lo TRAPPII {another carly endosome- TGN traficking tether)™,
and both Corvet and HOPS (early and fate endosome!lysosome trafficking, respectively)™ cozdd not be foand
Ozr resalts corroborate those shown tn Kiinger ef al. 2013, in which nelther Dslt nor Corvet were ideattfied™.
However, other MTS protetns that support these fanctions are present, such as the retromer complex and adapice

REPORTS | 2: 12854 | DOLI02058wA 149601 03 28052 )

128



In complexes APL and AP, In, these art Nkely functional, bet 5 do nol require the
Mo mﬂimtﬁdnfunun.’l.fhdhmum Mufﬂgﬂﬂp In- Eﬂ.mpi}mymﬂumuu
passthlz thal analogous machinery kas evolved fo t2ke the phoe of e mor cnomical components. This would
m.trixl.ln.d.‘rnlm?ult rgris, but cm only be addresed by molecular or bloctemial means. Our lden-
tifiation of machimery the Vpe or (0P| compleses? thal cosld serve 25 tall for inlereogation Lo identify
p-n:d.lﬂnrnl.m.dmﬂ'uid.:ﬂnﬂlhml of zratyses In the fetere.

Befween E. kistolwlioy and E. fmvadees, the presence and number of parlogues of MTS prolcins i celatively
similar, with t#e exception of Arf and Rab GTP2ses, and thetr regulainrs. While there has been significint fme.-
vathom In btk species, we do not susped thal this 1s rolated In encysiation, as that s a fabire of both arganisms
Euflnﬂrcrﬁ.ummnh'myrnwmluﬁmdd rﬂadl:n"' and In this sz, may nstead be
anadaptation Lo their respeciive bosts, or otber Bctors. As shown Tahle 53, one-to-one
urﬂﬂnmrmﬂhundm:hdmnﬂlrﬁm:ﬂmm Mmﬂumm:hﬂmu[
funconal retention and Innaovation. Civen et the small G T Pases 2re vartably expanded, 1L i corsdsient that the
number of (A Ps and (ZEFs similarty flucteates. However, Ilnmmﬂ:&lnrnh’-q:u:lﬁt H.I]:lﬂvl.'nl':l-
Ihg h;la{;hduﬂml],ht,s.mdi-uhlmnrﬁ& abed Ilﬂlhu-r: be

fmen In process. T prefore, wr canmol ove ﬂ:ﬂlp' er-
E in the traticking events underiying encystation i the bwo Enlnpl,:dn speries, There Em a number of
E hi Rabs, and lhese b relevart o e as It occurs In Sl re Thists,
mpdhmw Ilﬂdneﬂ]mdmtlmtf:rmﬁllhnmummmypm ndTGH-n'rdm:mnm recy-
dh.rnu;. e wl]ﬂ]? former udurmnwotgld_‘umb md_l-m;"hd.l.u.m:m.‘l:nlnd IJ'mi:rT: E’nﬂ.bu.
This corre mcmrmmmmu 1in-deaving chillnzses ﬂ:iﬂ.llun men
Flgare 57 Tke roke of the TGH ru:fl:'lrn;pu.llrn}':m {hmE:n ar nmaﬂ:qru:ir
wasicies comtaining cyst- forming matertal are tameparied io the ol surfare, and the extra membrane from this
Enmmuﬂbemumﬂﬂhlmhumm-mm functions 1o retrieve surface
pn:d.ﬂm have been internaltaed with this membmane, Ses preventing lhem being ke o e lys-

for degradation.
Il 1= InleTesting I.n:u:unndcr that :unrry of the genes that are differenitally expressed durtng encystalion are
small monomeric G loms, L. Arfand Rabs. This suggesis Sal these proteins that comtrel

veside formaSon Lthe of oyst formation. Our work and others' bes shown
Lot Rabs are pariiosla -duﬂngq-d formation™. Unfortunately, ittle work has been
done ko I.n.wﬂ.lplrl]u:l'unﬂ.‘l:vu.d other tan thal of Rabs 5=, 72 8= | 172 pahA< and
Fah*_ Thereforr, e unstndiad Rabs rq:umd.'pd.ﬂﬂ:] therapeutic targets, In particular, those prolcins that
are bvghly expressod dering ecystation.

It haz been previously shown ot E. H.I]Jll!.llln\'d'fnﬂtur:lrﬂlllﬂn" I.n.ﬂ.ﬂ.l]:lllﬂ
zre alss Involved In proletn recycing, as n}nﬁl.lu"'lnE.llmiuﬂ.ﬂ:lll.ﬂ. ghly but
onsiErndy expresed 2t Hmwmuﬂm;mﬂ 118 1s amember of subclusier 6, and appears
I decrease shightly n 2 during encystabion_ By contrasl, Rabl 1 and Rabl ID expression increases:

In carly encystabion, lhmqﬂlhm:mtmlpmmﬂmnﬂuremimbdmﬂ Implicting
Fab11C; and Rab 11 In cyst formation. Medh of the work on Entemneta Rabs has examined their involvemen
o and nesis. fabs and Rab?, pariicularty have been showm &o be involved tn phagosome
'prn- varunk mainienznce=3#un, Three Rab7 parlogees are members of ssbolusiers | and 2,
mazy be trvclved In encystalion, tn conlmst o other paralogues that have difzrent
palterns. '.Ihl.ug'u.u.hn:l.lq:pmtnﬂu ide ol a highly spectaltzed TS In Entammoeba where gene Emilies
enmode funciionally 4

The omly dear m off lalton during cyst formation s ston In some and
o o mﬂn:unpmﬂ uilhﬁﬂlm:ﬂumnthlllpmmgln :th].llumm.
Cysk. e proposz that pari of this prepamtion tmvodves mRMAS for variees endocytic 2nd

uﬂﬂu.ggmulhmq‘hrhq:llﬂmﬂunii:rmi i.lumi.l.rlngnqﬂ:.l.‘l:vu,dmll::lnl]umml.
localization that ooo=rs in Drosophita m]ﬂ;r; Eu'lu.wﬂ'mn
2 hamedful of MTE proteins, amang many obters, unllu.mi.-:'nq'ﬂ.l-""'nlﬂ the po hat these
mEMAs may indeed be transated. Two Ins mm:ﬂhﬂnhﬂwdnrnmdl'mt-l malogue
IZI-}[I_lHl-I.Hﬂ:Lml.rm]pﬂ.:ﬂ'mI]m Emﬁmurﬂ@u:ufbﬁhmmmﬂ:mufﬂduﬂn 1o,
whose expression peaks n the mature oysl. Howewer, 21 this time, we cmmol hetween lomg-twed pro-
Ieins generated encystation and untrarslaied mAMA pools kepl in the opst for excysiation. Eegerdless, this
nlu:FI}m_ﬂ'bu. lmhnImNPmMmmAuuﬂimrﬁuﬂmmeMHMEEHmml
ﬂtﬂc\;ﬂ. Cysis 2n remain Infecttve for weoks under oomdiions™, supgestng St Lhere s 3 mechanism
by mENA (or ¥ Is stored Inan un o or iraciive manner during this ime. Interestin
ther & evidence for Se socumelation of mABA In cpsis of the amodba Acwihemoshe™, and the dllale
inflata™, supgesting thaf mANA siomage In cyss oocurs Inother organisms, akhosgh the mechanisms kave not

yet beem deduced.
A similar study 10 curs was performed by Ehrenbaufer of &, which assesod genome-wide imnscripiional
In E. iewrdens using RMA-Soq. They FeNE SEpTTS mrmﬁ.hnmil.dm].tﬁali:emﬂuld

(i) terms enriched tn each profile or Ganes annotaled with ke GO term veside
mfmhﬂhhndgulﬁmﬂyennﬂﬁmﬂuﬂ:ﬂmﬂmﬂwmdumg
mﬂmwwhmnﬂhmmw expression patierms we assigned are lampgely
oonsisenl with the profile asstgnments by Errenizefer ef ol H.lrl]umurn..tunﬂd.ﬂi'ﬂhcu:
ideniificd genes invobved tn RRA n'p!mdtulhnﬂ.umtﬁ,pdmih]}'pmumﬁplmgﬂumlix
mapid excystation.
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e identified four dynamin related proteins in E ftsofitins and five in E tradens. Entamoeha Dopl and
Dnp2(2) hoth resemblz @nonical dyramin rodated protetre, while Drp3 and Drpd do nol. immenofluorescence
studies bave previously shown ERDrpl bobind &o the nediear membrane™, uhl.lr:lh:&n:l.hnd'm'ph'l::'lpiu

has not heen stedied. Aldhough the pn:runnt well-resodved, these proteins do group with
cnonlcl Induding melzoen dynamins. ﬂhﬂn‘m fiorm a wel |- supported dade with
other anan, Nseglerds, planl, and samenopile l.n.d.i] le sequences, 1o the exdusion of any meta-

mnuqmn1kuh:mﬂug¢u1mchﬂ:nn-purkdlnmtmthmtm Dectyostelhn and

and sespedied Lo work in chloroplast dhision in b-c-l.l:rp'hnl.lrrd Smmhmi on phylogenelicafinity™.
However, Lhe Entamoeba Dirpd and Dprd profeinsars solddy m'h]i.h‘mlﬁ.l.ln which Lime two
manids of nuckar repliation cocer, but cylokiness does not="". 1 1s Hicly function of this
Dnp subfzmily Is crinkiness, based on this funcion being retained in bwo evoletiorarly dJ.ﬂ:.:l.m'pnhm, SUug-
mmmﬁmmﬂmbﬂnwmm.uhqhmrmumm
1 1s worth noling thad e RN 1;““0 pazerns were confirmed by RT-PCR, gPCR and Western bloZing,

fidence the

not enly Lo ghee con dymamic expression, bet a5 a3 validation of the RMAS2q data
[

Thecellular Incation of these divergent Drps changed dramatially durtng encystation from a punctase diffuse
localization o one surrounding the nedeus In the mature cysl ssggesting 2n 2ssociabion with the ERC Furiher
m-bdumﬂhud-dmmnuﬂhmmmﬁmﬂﬂmuﬂnfﬂmmuﬂ Lrps more

fally. The fact that these Drps do nol hzve heman orthologues mises the Ity of their esz as thermpre-
Lturgulnlddllhnhllnw,mldtdlﬁnhiﬂnumw E up-regulaled during
encysation, and lacks 2 heman arthologue®. while e would niot Ini.m n, ilcoculd reduce
pamstc spread tn 2 popedation. Cerrenlly, lumenal 2 wiich Largel crpanisms tn Lk Inlestinal lumen
rather than mvasive ssee tnfedion, Indude dil oxanide furcate, todoquinel, 2nd paromaompcin. [Mlozmide funs-
2le has an cfficacy = S0%, wiile e ctber two have an e :i.r:-ami...md.uﬂnh.hdynﬁ""lhm
BT mabiccases =1 fa1l i respond Lo treaiment with these drugs, and 1 bas been previoushy suggesied

(i rales of genctic rpbisms In a limiled geographicad region, Muhﬂ.ﬂ\'ﬂpﬂﬂl&
In general, m.:}"berl:pnnrm" Additionally, drug resistance s an ever-growing peoblizm, E.I.mi_ﬂm.lg

residance 1o treaiment with metronldazele, which i eifective againsi tmastve Exfamoeba, basbeen
Ihdﬂd:pmmln[mmtudﬂdmpuﬂmhmuﬂlnhwpmupmﬂydmpﬂmlmm
whiich 15 key n arezs with poor sanitation.
wﬁ.tuﬁuﬁmmhﬂhﬁmﬁ%mﬂihﬂmhhmmﬁq‘?um&m
dering e encysiation process. pdh:fnqpmumqlﬂl- oysd faciors,

TEH-nﬂm:mm:rdrrgm}'bnlmn:hm.lnmnh’d Eomeosiasis Ferthermare, cardy endocytic
factors such as dathrin, as well as phagocyiic genes, appear 1o be upregulaled in e matere oysl, segpesling that
mEMAs ar :mummmmmmhmmﬁ;wg;mum
highly dtvergent proleins spectfically dering Orihologeses n other Laxa are invobed
In cytokinesks, cegpestin Ihlﬂmﬂnmﬁpmmhmmnmmmmmlhmmmwnl
potentizl dreg largets fo be expliored In future, as 2n addithoral way Lo kewer diartheal dizese burden arcund the
wuorid.

Methods

Straims, Culture Conditions and Cyst Formation.  Trophomiies of £ tewrdess 1P-1 were cultured in
ShmL flasks with umvented hds n axenic 171-5-2 medium 2t 30702, Tio Induce encysiation, trophoxolles
tn lngaritbmmic growth phase were tramsfirred Inin asenic glocoese- [ree 50% LY-0 medium'™. For BENA-521 eTper-
Iments, samples were laken at 0, 24, 48, and 72 howmns posi-indoction Chpl} of cpst formation; 1o examine the
expresdon of dynamin.refated proteins in cysl formation, samples were l2ken 0, 24, 28, 32, 34, 40, 44 and 72
hpl In accordance with previous studles =130 The 72 lqll matere oysl amplk was irealed with QU0E% Sarkosyl
(5igma Aldrichl (o destroy any remaining irophesottes. Cells were pelleted and washed In phosphate-buffered
sling for subssquenl RMA and protein extraction. Exhkerickia colf strain DHS0 was maintained in LB conlaining
100 pg #ml 2mpicillin whien used Lo seppart veclor malnlenamce.

Amplification and Cloning of EiDrp3 and EiDwps.  Cenes encoding ElDvp3 (G enBank accesdon mem-
ber EIM_37£4100 and EIDrpd [ETN_080030) were PO amplified from ;ﬂtgm.'l:mgﬂl. of E. ivvaders [P-1 using
primers adding Bemagglutinin [HA) tags a2 the ¥ end, for FIDep3: 5-ATG TCT ATC TTG AAT GAA CCA
G- and 5 0CTA TGO ATA GTC TGO ARC OTC ATA TOG ATA CAT TTC TOG CTC TTT GG-F; and for
EXDIrpd= 5-ATG ACA TOA ACA CAG AR ATO OG- and §CTA TGO ATA OTC TGO AAC GTC ATA
TGO ATA A GTTCAATTTCTT TTT AAG TTO AGE-F. The cpding pammeters of PCR wers: denatur-
alion a1 95" for 45 % annealing 2t 50-56"C for 455 dongatlon al 72 for | mindkh; 35 cpdes, esing GoTag
G2 Hot 5lar Green Master Mix {Fromegal. PCR products were purtficd with Qlaguick PCR perficaition
({zgen} and doned info pGEM.-T- Fasy and confirmed by sequending. The genes were ychomed Inlo
the E. fmeadems cxpression veclor pEINED- L™, 2 wry gift of Professor sudha. rye s kbomlory
[Jaaharial Mebmu Unteersily, Mew Dol India). To fcifiate doning, Kl and BemH] siies were addad via PCH:
fior BEIDTp2 5 AGA AGA GOT ACC ATG TCT AT TTO AAT GAA OCA G-37 and 5 TOT TOT GEA TOC
CTACAT TTC TG CTE TTT GG-F; for FIDrpd: 5 AGA AGA GET ACC AT ACA TOA ACA CAG ACA
ATG OG-F and F-TCT TOT (GEA TOC CTA AAAGTT CAA TTTCTT TTT AAG TTG AGG-Y. Construds
were confirmed By sequendng,

Transfaction of E. imadens. Transfactlon wes performed by electropomtion acconding Lo Singh o &
213 Bricfly, £ frwadens cdls were growm op bo 70% oomfleency, placed om ce for 15 min and harvested by
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cenbrifiggation al 400y fior Smin al 4 % Cells were washied once with PRS p# 7.0 and onoe washed with incom-
plete cyfomix butfer [120mM KO, 005 mM Cacl, 10mM K HPOSEH, PO, pH T_'i-\. I‘.'i-l:l:IH HEPES, 2 mM
EGTA, 5mM M fmal pH T.E]. Submageendly, I = 10 horodes wort re- of complete
cylomix betier mH:ru:I.l.l.';:niEI.l.l.IhhmmiimM ATF]uwllllnm Iul:l.-l:mm pctroporalion
cuvetie. 100 g of plammid DA was added. Two consecultve pulse of 3000 ¥/on were 2pplied 22 cpaciiance of
25 wF using 2 Hio-Rad Gene Pulser Xl Ekedropontion Electropaorated ool were Incehated on oz for
13 min, trarsferred to borosiliaie tuhes contzintng |2l of L¥1-5 medium supplemented with 1 5% beal act
vated adull bovine serum and 2% vitamin mix. 10 g of G413 was added afier 24 brs. Cells were subcubtumed with

(413 conlaining media cvery 72 hrs.

Fluorescence microscopy.  Immenolluorecence was Lo Slegesmund ef ail 1=,
Trophoamiies and cysts were harvested al 4§00 g5 min, Lo paly-L I}'ﬂnemlui*.:lildui:rb}mm.
fimed In 4% performaldehwde (PRAD for 45min, and rehydraled with Lx PES for II min. Trophoaofies were per-
mzhiltzed with 0.2% Trilom X- 100 In Lx FES 2t room emperbem for | hour mblmimmﬁi
at 4 Cells were blocked with 3% B5A 2 room temperature for 2 hours w!lhnl.lll..l.[uimm]'
antiEodics (TEermoFisher) diubed bo 1500 In 0.2% Trilon X- 100, L.02% lndlum azideand 3% BSA for | hour
2t poom temperatere. Slides were washed twice with 0.2% Triton X-100 In 1x PES for 3-5min. and incebated
with sacomdary amtthodies conjugated with Alera Fleor 488 (Abcim) dilsted 1o 1-500 In 0.2% Trilon X- 100,
0L03% sodiem axide, 1% B5A In 15 PRS, for | hour 2 room emperatere. Slides were washed with 0.2% Trilon
X-100, 0.5% HEA In 1x PEE, 3 Umes for Smin. cach. Slides were moented with Fluomshicld Mounting Medium
with DAPI (Abcam) and covered tmmed! Cells were exzmined esing an Olympes [X-81 tmverizd miono-
soope pquipped with the zpproprizie filter o and a | i0x objective. Cyst formation was montiored by
Calicofluor White saining; twe drops of 0.05% Calcofluor White solution [Huka] were added to a mic

shde with 40pL encysting cell suspension and tnosbated i:-r_'imlu.l.:l.ullmnm temperature before applying

overslip. observed under ultraviclel 1t fluorescent micro Spores [rom the ascomycete
Ii.l.np'.:‘:I q“mpt:m-uiuipumm Hn'r:.mm E.I.lrﬂll@:nl.ur:;?mum
nol Calicofluor Whie (Sepplementary Figere 5100,

RMA axtraction for RT-PCR and qPCR.  Trophorcites and the varises cyst stages were barvested and
washed in PRS. RNA was lsolaled ising Tripere{Rache) Tolad RAA tsolated was treated with Dasal {Ambion)
fior | hour 21 37 " |0 remove any gencTnic DNA. To best for seocessful DA removal, RNA smpics were seb-
Jectad 1o PO using gene spactfic primers. Purtfiad RMA was quantified specirophotometrially ustng 2

M- 1000 { Therma-Asher). First strand cOMA synthesls was sizriad from 2gg RNA esing Fromega ML-MLET
VETH ianscTiplase in combination with mndom primers

Transcription anabysis cyst formetion.  PCR was for 30 cycles 21 95 for 458, 53°C
i:r-ls;:ndn'ci:r-ls;ﬂu.g Gnmuﬂﬂhmiﬁmp Prior L PCR, the annealing temperatume for
the primer waz delermined erperimentally by gradiont PCR esing 2 mix of 2844 samples from aach tme
paini. The chitinase primers and ormesponding annezling Lempertses were ken from a previous study™. All
other primers esed in this sudy m1mudmﬁp4mrﬂ':hhuﬂ-mum rnl] time PCR

were arried ol using 2 Stralzgene ME2005 P rmal-Ume PCR sysie Masier Mix
Lﬁg]mﬁmdtnﬂlwqwniudﬂmhdimn Pcluu'ptd'urmadim'l} i-a-s'c r 30s, S fior
305, and 72 for 305 Primer spectficities and PCR 2 lion afMiclencies were aralysed by mek ceree and
standard curve experiments. The mell curve was @ for each primer Tﬂlrhp'rrmmng lemperzberos al
the end of the BCR meaciion from 55 o84 %G, and monttoring fluorescence. The stamdard curve for ach primer
pair was constructed by esing seria] dileted ciXNA ates fior POE. gPCR experiments were performed tn
techniz! tripliates. The reference gene of cholce was the SKI-inleraciing protetn SKIF (Accesdon number:
AAMYWODII253), which boxbeen L express stably durtng oyt formation in E imadenses.

A-zaq snalysis. m%ummnﬂ:undi:rmumpuuﬁ} 2, 48 72 Epl) IJ:EI:L
H.I‘\II'.H.L":H.IT n runonan Bumina H 2000

mm Eaw mmwmmmmw-q memnm ladas

fasdx_|oolkitr) The fird 12bp were trimmed of the crads esing the fasty_brimmer, and adapter sequences weee

mmaoved ustng the ool {ustng WOATOOO AAGAGE madyptor The ¥ cad of the reads weee:
qualtly-trimmied esing script wrizen by Joe Fass (Blotn formatics Core Facllity at the UC Davls Genome
Dn.u:.LIEA'II:'I'rhn.ﬂ Iﬂ ementary Flle 1), thal sses 2 shiding window o trim the first base
wlhl.qul.l.}'Fln'uinm-:lﬂ,m first 'nﬂni:m'mmlqu.lllyﬂ'lndnm-\:m Reads less than 30bp

WETT remoreed. m.d.'pmnﬁmi sequences were pared psing a Fython soript (Ratpeygithub comAermederbragty
denovo-zsembly- winral'blobimasertaripisfpalr_up needs.pyl. Trnscripts wers asemblead de novo ac
Cenomic w‘tm I:Imm.::l:'ln:l.l.ﬂ.mdu.:h:ggl!IT EST"™and used
Inn:vrrn:lmirzﬁml]‘mEl IFlmMuﬂm:Mrﬂmmkpmﬂm&mmﬂl

E new Lmnscripts (PASAF=. All mw ssquence data are accessibie at the KOS Sequence Rzad

rough accesslion numbers MF3S1146 - MF361261.
'ﬂw:mﬂ:vldlnnxrrplsm‘pmthmnm the E. frvadens [P-1 (1CVINand E &

HIM- 12M55 (Y1) anmetaied tamscripls and proteomes § zvallable 21 amochalH.oog). All-agzimsd-all
nudeotide BLASTH and HLASTX {lrnaixing a nudeolide guery In six mading fames) szarches were mn-
ducied ==, Annotalions were ssigned 1o the RNA-5eq trarecripts when bits had an E- value of at least 12-3 and
moverage of at lcast 50%. When mo adegeate hil was zvallzhle B transcript was annolated as hypothetical &
secomd prmome sequence of E. imesdns [P 1 mdependently mnstracted by The Sanger [mstiule (SCHI GenSank,

SOENTIFIC R EROR TS| 3 1785 | DOELO 0S8 8159600 71 28754 113

131



arcession number AANWOD0D000] was 2l mxed 1o armotale the RMA-S2q Imnscripts. Independent BLASTH
ws condecied for @ach RMA-50q tansoript appins the BCB Nodeolde BLAST database using BLAST ==
Annotations were acrepind for BLASTM hits with 2n E-value.: l2-2 witha minimem mverage of S0%.

mmm smalysis. The Trinity wnagng *were usad 10 determine the bevels of gene
mTpnil.rnlcrE 'I'l.'rnl.:r REEM was nsed lo loslate 3 Maxtmum
sttmation of abundance basesd on the number mzpped 21 both am isoform kevd and gene
level, 15 diobase of exon mlli:-u.:l'rﬁnmtmqlwdiFFm]" ferently cxpresed.
pu:gu‘:: mﬁﬂmwndﬂ,m: er i (recommendad for datasets with ne bidio
REHI. hcales)™ T‘mm:lwmuu[ﬂudln:-mynlnq:ﬂ.m and a mintmem log, fodd change of - fold were
s gnificantly differenily sseid between two Ume poinls. TMM-nommaltzod FPECM values for cach
puml]ti-:lrrmwrnu[{l 24 hpt, 48 hpl and 72 bplh were @lcubied with defaslt parameters'* pro-
ducing cxpresskon ne. As the Expeciabion Maximbztion aigorithm of RSEM zssigns reads o
I:ﬁ:vrﬁuhnnim mirurrd.n'm uflhuwmmmmm::kmtmg:ml
Identified ax 'I-ml}' :pmdim]yquUmEPuMLlndl}mt:ppuudhnihnhdnpnjlyﬂpﬂﬁ:u.
Therelore, o lrnn:rq:l.mﬂhlhhlﬂ:ﬂ INTTREE CXpTESsion across conditions were comeddered I our anadymes
Siaml diferentially expressed genes (FDR = 0.0, fold chemgr =2 were dusteced tn onder Lo identify
groups of stmilary regulaled [iT; mears clustering [Supplementary Table 521, The o
of dusizrs was: dﬂr!rmiuﬂsénﬂ muﬁmmmtﬂdduﬂgr:mdbl:jl Imp:hp
mbClusty'™. Hiemrdchial of ditierentilly expresol transcripts with :I.m.l]l.'eqmﬂnn[ﬂ.m:uﬂ:g
Fudidean distance was condecied neing scripts from the Trinlty (clustering using ‘analyze & expr.
pl with the parameters -P 12-2 and - | and clusters splil esing 'd.lﬁ.un_duﬂer:_'b}'_p:tlﬂnpnmptpunmdﬂl
-K 100, To determing which warfables (ttme poinis) within the data w2 were contributing ann
ol vartalion between the dusiers, defined ustng the above Lnﬂ'mlp:,l’ﬂ.udpiﬁunpumd.l. PCAN s
czrried cul. S@led FPKM values for cach 2t e af e four Ume poinis were usad for the PCA amalysisand

2 biplot wascrealed using cesiom R sripl{ Sepplementary File 2 (R Core Team, 20030,

Comperative gemomics.  For 2l membrane teEdkin sigpiens saguences tat have been
functionally chamaciertard were esed as queries to search IL% transcript E.Iuim'n.l:l'l.dl]u fiour time
painix, 2x well as the oomhined set of £ fmvsabms iranscripis. Addmonally, seanches were repaaied In the predicted
protome of the E_ tmvadess genomeal Amocha DE (heps'amochadb orgramochad). Incses whem an MTS com-
poment ks not been described in buman, the sequence from the organism in which it 1s best desribed or evols-
tonarily s dosest In E. tewasdens was chosen; these Inclade Amsbidepde hailema, Narpleris gruber), Saochamempoer
cerevinise, and brucel 1BLASTR searches were performed with 2 HLOSUMEZ mairis and 2n E-walue
ul-off 0l 0.05 o wiich were then oonfirmed by roverse HLASTx samches info Lhe
H_ naens groome. To hrn:vnﬂd-n'ndhmn:rﬂ E tmadens saquenices el retriewve the original beman qeery
m:pennn:vrl:hrurﬂuingwﬂhm&nlmcMEMEmWLmdhhndmﬂmhl
mirieved a clear orthologee of the human qeery by seanching the BCHI non- redundan) database with an ac
zhie E-valur were also cotmdd ered orthalogous. lﬂ were ool smrched for using HLAST, s o
mﬂmdmm&m:ﬂ& was proviosly done by Malada- Tulesd of & 20007
ynamins were Identified by seznching the E. Aistofytics using previously classified dmamin
sequeices [rom acmoss the exlaryotic tree of Hie. mﬁwaﬂm}m dyramins, EhDrpl (EHI_213180],
l-'.hl:u‘p] (EHI1_p53740, EhDrp3 (EHI_1 745500, and Eh& P (EHI_1 394400, were then used Lo seanch all awalla-
bl Entamosba genomes om Sanger (hitp-itwena sangeracek] and AmochaD (hitp-ifamoebads.org/amochas).

Ceveral MTS Emilies zre hi us, and piylogenetic brees were generled 1o
mn mhiﬂ]lruf}mﬂupﬁlmmmﬁm lgﬂﬂuﬂHLﬁELEﬂMl' !, vies-

altard ustrg Mesquite w303 and then masked and trimmed bo indlude onby homalogous positions.
Masird are zvalbbic upon regerst. A 15 of sequence accessiomes, § e Idenlifiers, and
Lree 12 are lsted In Supplementary Table 56, ProtTest v.3.4" was =sd 1o delermine the best-fit model

of sagmence evolution, which was LO** with garmma- ditrbuled mie varalion across sbes {400 and observed
ammo acid frequencies {4+F) in the following trees adaptin GADEZE subfamily, BSCRT Snf7 family, the TR
FabiiAF mily, and the DEMNN RabGEF family. Both the Rab and s brees bn assees Enismnebs spp. seqeence
orthalogy alss used iy modal The L0 40 madal was ssed in AMDEF and SMARE Qc subfamily iees, and the
WALE +C 4 F model' was used in ArfCA P trees. Phplobayes v3 3" and Mr8ATES v3.2.2" were msed for
tan inference of phylogeny, 2nd RAxMIL. v3.1.37% was msed for Madmum-Likelthood amalyses. Phylobayes
was T unlll the birgest discrepancy observad across all bipart#tions was less than 0.1 and al leasi |00 smpiing
painis were MIBATES was used 10 search treespace for 2 minmem of one milllon MCMC genemtlons,
every | 000 generations, uniil the zverage sandand deviation ofthe splt frquencies of two Independent

rurs (with two chains cach] was less than 0,01 Consensus trees were gererated using 2 burn-in valoe of 25%, wedl
zhirwe the |ikelthood platean Incach cse. LAxML was run with 100 pseudoreplicies. MTS gene phylogenie an

be found n Sepplemenlary Figens 51 2nd 52
'I.'Iud.ym sequenices [rom E. tmvadiens, Entamoeba aspar and Entamosba mos hkovsin? were extracied from
m'parl.'m me projects and al homologous n fiound tn sir-
menopilesa Flnu.ﬂ'n; dmlﬂdln Seaview 4.1 2™ Mameal and trimming wes performed

anm'rhm 1s were corsirecied induding a global dynamin-family phylogeny, a scpamte I:Icrplﬂ
“‘ﬂf'“’d a I:I'rpl-.'l. ph¥logeny: The large dalzeet contalned 133 sequences wl]1 239 Informalive dies The

mnlzined 55 seqeences with 230 Informative siles and the Drpd and Drpd datzset con-

hmimuqmnﬂhmmmhmhmﬂmhmﬂmmixnﬂmmimmhfmm
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Sepplementary Tahle 57. RAIML'™ and the Maxtmum Lfkdthood mm L v3.0°% were usod 1o
trees for 28 datasets. MrBAYES'“3 was rem for the Dep3/Drpd v0.35'* was used 1o
determine the best- ﬁlmnddal' mkm-hﬂlmﬂuww“hwdymnmmm
Md joral parameters were used: global dynamin phwiogeny, LG - G; the Drpl/
-|+c(¢ummd nundmnmnm.+l)wnrp3nxpc.Lc+c.noannp
mmpllngwpufmndouw. 100 rephcations for all three analyscs. In additson, the Bayesian
mhmwmwmmﬂwﬁwmamwmm4m+mm
Ammmmﬂbnpmmmdadmdmdmmhdmmmmnl

rapidly and 200 troes were discarded 2s barn-
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