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RESUMEN

Las proteinas tirosina fosfatasas de regeneracién de higado (PRLs) son un grupo de
fosfatasas que no han sido estudiadas ampliamente en parasitos protozoarios. En
humanos, las PRL estan involucradas en cancer metastasico, en la promocion de la
migracion celular y en la invasion. Las PTPasa son reconocidas cada vez mas como
efectoras importantes de las interacciones huésped-patégeno. En el presente trabajo,
caracterizamos la Unica proteina tirosina fosfatasa PRL (PTPasa EhPRL) putativa del
parasito intestinal eucarionte, E. histolytica. Reportamos que la proteina EhPRL posee
el motivo catalitico caracteristico de las PTPasas, HCXsR y la caja CAAX caracteristica
de la familia de PRLs; EhPRL presenta de 31-32% de homologia con las tres isoformas
de PRLs humanas. En la amiba, la proteina se expresé en niveles bajos pero
detectables. La proteina recombinante (rEhPRL) tuvo actividad enzimatica con el
sustrato 3-o-metilo fluoresceina fosfato (OMFP); esta actividad enzimatica fue inhibida
por el inhibidor de PTPasas, o-vanadato. Por inmunofluorescencia demostramos que
EhPRL nativa se localiza en el citoplasma y la membrana plasmatica. Cuando los
trofozoitos interactuaron con colageno, EhPRL se relocalizé con el tiempo a estructuras
similares a vesiculas. La interaccion con fibronectina aument6é la presencia de la
enzima en el citoplasma. Mediante RT-PCR, demostramos que el mMRNA de EhPRL se
sobreexpres6 cuando los trofozoitos interactuaron con colageno, pero no con la
fibronectina. Trofozoitos recuperados de absceso hepatico amebiano mostraron
mayores niveles de expresion del mRNA de EhPRL que los trofozoitos normales.
Trofozoitos transfectantes que sobreexpresaron a EhPRL fusionada a una etiqueta
HSV (HSV::EhPRL) en la region N-terminal presentaron un aumento significativo en la
movilidad celular en respuesta a suero y fibronectina, dicha movilidad se incrementé
Gnicamente cuando la caja CAAX de la region C-terminal de EhPRL estuvo libre para
una posible prenilacion que promueve su insercion en membranas celulares. Estos
resultados sugieren fuertemente que EhPRL podria jugar un papel importante en la
biologia y respuesta adaptativa del parasito al ambiente en el huésped durante el
desarrollo del absceso hepéatico amebiano, participando asi en el mecanismo

patogénico.



ABSTRACT

Protein tyrosine phosphatase of regenerating liver (PRL) is a group of phosphatases
that has not been broadly studied in protozoan parasites. In humans, PRLs are involved
in metastatic cancer, the promotion of cell migration and invasion. PTPasa have been
increasingly recognized as important effectors of host-pathogen interactions. We
characterized the only putative protein tyrosine phosphatase PRL (PTPasa EhPRL) in
the eukaryotic human intestinal parasite E. histolytica. Here, we reported that the
EhPRL protein possessed the classical HCX5R catalytic motif of PTPasa and the CAAX
box characteristic of the PRL family and exhibited 31-32% homology with the three
human PRL isoforms. In amebae, the protein was expressed at low but detectable
levels. The recombinant protein (rEhPRL) had enzymatic activity with the 3-o0-methyl
fluorescein phosphate (OMFP) substrate; this enzymatic activity was inhibited by the
PTP inhibitor o-vanadate. Using immunofluorescence we showed that native EhPRL
was localized to the cytoplasm and plasma membrane. When the trophozoites
interacted with collagen, EhPRL relocalized over time to vesicle-like structures.
Interaction with fibronectin increased the presence of the enzyme in the cytoplasm.
Using RT-PCR, we demonstrated that EnPRL mRNA expression was upregulated when
the trophozoites interacted with collagen but not with fibronectin. Trophozoites
recovered from amoebic liver abscesses showed higher EnPRL mRNA expression
levels than normal trophozoites. Transfected trophozoites overexpressing EhPRL fused
to an HSV tag (N-HSV::EhPRL) showed a significant increase in cell motility in
response to serum or fibronectin, the motility increased only when the CAAX box in C-
terminal of EnPRL was free for possible prenylation and insertion into cell membranes.
These results strongly suggest that EnPRL may play an important role in the biology
and adaptive response of the parasite to the host environment during amoebic liver

abscess development, thereby participating in the pathogenic mechanism.



l. INTRODUCCION

I.1 Epidemiologia

Entamoeba histolytica es el parasito protozoario causante de la amebiasis humana. El
parasito presenta distribucion mundial, pero afecta principalmente a paises en vias de
desarrollo; infecta alrededor de 500 millones de personas y anualmente 40,000-
110,000 mueren por complicaciones [1, 2]. La amebiasis es considerada la tercera
parasitosis causante de mortalidad mundial, después de la malaria y la
esquistosomiasis y es la cuarta causa de muerte debido a infecciones por protozoarios

después de la malaria, la enfermedad de Chagas y Leishmaniasis [1, 2].

En México, la amebiasis intetinal es una enfermedad de relevancia epidemiolégica,
colocandose en el lugar 14 dentro de las 20 principales causas de enfermedades
transmisibles en el 2014 [3]. En la figura 1 se muestra la incidencia reconocida por la
Secretaria de Salud en México hasta el 2015 [4]. El indice de mortalidad en México,
debido a las severas complicaciones de la amebiasis ha disminuido en los ultimos 40
afios gracias al mejoramiento en la accesibilidad de drogas efectivas contra el parasito
[5]. Sin embargo, un estudio seroepidemiolégico reportdé que 8.41% de la poblacién
mexicana a desarrollado anticuerpos circulantes anti-amiba, indicando la alta

exposicion de la poblaciébn mexicana al parésito [5].

De acuerdo a la distribucién geogréfica de la amebiasis en el pais, en 2014 los estados
del sur y sureste presentaron la mayor incidencia. El estado de Yucatan present6 la
incidencia mas elevada con 659.09 seguida de Guerrero con 634.45 y Oaxaca con
601.57 y del oxidente, Nayarit con 600.65 (Figura 2). Estos cuatro estados en conjunto

constituyen el 26.82% de la totalidad de los casos presentados durante el 2014 [4].



1400000~ —1400

‘\ [ cCasos
1200000- "“\ o Incidencia L 550
LY

1000000- \; 1000
i L
¢  800000- o -800 2
o \"\ 3
O 600000- ol Le00 O
¥

400000- - 400

200000 200

0 0

| | | | | | | | | | | | | | |
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Aios

Figura 1. Casos nuevos e incidencia de Amebiasis intestinal 2000-2014, México.

*Incidencia por 100,000 habitantes. Fuente SINAVE/DGE/Secretaria de Salud [4].

* INCIDENCIA
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Figura 2. Incidencia de Amebiasis intestinal en 2014. Fuente: El nimero de casos nuevos por
estado fue tomado de SINAVE/DGE/Secretaria de Salud; para el calculo de la incidencia la
poblacién se tomo de las estimaciones y proyecciones por entidad federativa (2010-2030) de la
Comisién Nacional de poblacién, CONAPO. *Incidencia por 100 000 habitantes [4].
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Con respecto a las complicaciones clinicas, las personas infectadas se dividen en dos
grupos de acuerdo con sus manifestaciones clinicas: 90% son asintomaticos
(portadores sanos) y 10% son sintomaticos, principalmente a nivel intestinal (disenteria
amebiana, colitis aguda, colitis no disentérica cronica, ameboma) y extraintestinal
(absceso hepatico amebiano, absceso cerebral, enfermedad genitourinaria y cutanea);
solo del 2 al 20% de la poblacion con sintomas clinicos son invadidas mas alla de la
mucosa intestinal [5]. El 1% de las personas infectadas pueden desarrollar patologias

potencialmente fatales como colitis amebiana fulminante [2, 5] .

En México, la tasa media de incidencia de absceso hepético amebiano en el periodo de
1995-2000 fue de 10 casos por cada 100,000 habitantes, con un aumento significativo
en 1997 cuando la tasa de casos lleg6 a 39 por cada 100,000 habitantes [5]. En el 2014
mediante el SINAVE/DGE la Secretaria de Salud reporté un total de 496 casos de AHA
en México [3].

.2 Ciclo de vida

El ciclo de vida de E. histolytica comienza cuando el quiste (forma infecciosa) es
ingerido por contaminacion de comida y/o agua con materia fecal. Después de la
ingestion y de pasar a través del estbmago resistiendo el ambiente &cido, el organismo
desenquista en el ileon terminal, donde se induce su transformacién a metaquiste.
Cada trofozoito tetranucleado que surge da lugar a 8 trofozoitos uninucleados, que
emergen en el intestino grueso como un trofozoito activo y movil. Los trofozoitos se
adhieren fuertemente a la mucosa del colon donde se multiplican por fision binaria 'y se
diferencian a quiste cuando estos se mueven hacia el final del intestino grueso. Los
guistes son entonces expulsados con las heces y pueden permanecer viables en un

ambiente humedo por meses (figura 3) [6, 7].
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dos cursos. Infeccion no invasiva ocasionando disenteria amebiana, colitis aguda, colitis no
disentérica crénica o ameboma e infeccion invasiva diseminandose por torrente sanguineo a
6rganos como higado, cerebro y pulmones. Tomada y modificada de

http://aprendeparasitologia.blogspot.mx/2013/06/amebiasis.html.

I.3 Patologia

Dependiendo del érgano afectado, las manifestaciones clinicas de la amebiasis son
intestinales o extraintestinales. Hay cuatro formas de amebiasis intestinal invasiva, las
cuales son generalmente agudas: disenteria o diarrea sanguinolenta, colitis fulminante,

apendicitis amebiana y ameboma del colon (figura 4) [6, 7].


http://aprendeparasitologia.blogspot.mx/2013/06/amebiasis.html

Disenteria amibiana: La enfermedad intestinal invasiva puede ocurrir desde dias hasta
afos después de la infeccion inicial. Esta forma es caracterizada por diarrea
sanguinolenta copiosa, dolor abdominal difuso y raramente fiebre. Los pacientes con
disenteria tienen de 3 a 5 evacuaciones mucosanguinolentas por dia, con moderado

dolor cdlico y fiebre [6, 7].

Colitis amebiana fulminante (CAF) es la forma mas severa de la enfermedad
intestinal, ésta es fatal en un 50 al 100% [6, 7]. La CAF se caracteriza por inflacion y
lesiones ulcerosas necroticas en grandes areas [8]. La inflamaciéon prolongada en el
tejido dafnado observada en la amebiasis intestinal se ha propuesto como papel clave
en el desarrollo de CAF; células de la mucosa del colon de pacientes con FAC
expresaron IL-8, 1I-10, 1I-4 y TNF-B, pero no INF-y, revelando que el mecanismo

ameboidal mediado por los macréfagos activados esta ausente [8].

Ameboma: Las complicaciones de la enfermedad intestinal incluyen fistulas
rectovaginales y la formacion de una masa intraluminal anular (ameboma), obstruccion
del intestino, ulceraciones de piel perianal, megacolon toxico, perforacién, peritonitis y
muerte. Un ameboma es una masa del colon que es formada por amibas que puede ser el resultado de

una forma crénica o por una disenteria amebiana [6, 7].

La diseminacién de la infeccion amebiana a sitios extraintestinales involucra por orden

de frecuencia al higado, pulmaén, pericardio, cerebro y piel [6, 7].

Diseminacion de E. histolytica al higado: El absceso hepatico amebiano (AHA)
resulta de la migracién de los trofozoitos del colon al higado a través de la circulacion
porta [7]. Es 10 veces mas comun en adultos que en nifios y 3 veces mas frecuente en
hombres (de 20 a 40 afios) que en mujeres [7]. Cuando el absceso esta localizado en
el l6bulo derecho, los sintomas caracteristicos son tos irritante con dolor de pecho.

Cuando el absceso se localiza en la parte superior del I6bulo izquierdo, puede causar

-5-



dolor epigastrico. El I6bulo derecho es 4 veces mas frecuente de ser invadido que el
izquierdo debido a que este recibe el peso del flujo venoso del colon derecho [7]. La
invasion hepatica por trofozoitos resulta en una marcada destruccion de tejido con el

reclutamiento de neutrdfilos, necrosis celular y formacion de micro abscesos [7, 9].

Los trofozoitos de E. histolytica producen absceso hepatico de manera experimental en
hamsteres [10]. De manera natural, E. histolytica solo produce lesiones invasivas en el
intestino del hombre [10], aunque no se descarta la posibilidad de que babuinos (Papio
hamadryas anubis) puedan desarrollar absceso hepatico, ya que un reciente estudio
reveld que babuinos producen anticuerpos IgG e IgA contra la subunidad pesada de la
lectina GAL/GALNACc, cuyos anticuerpos comparten especificidad de epitopo con los
anticuerpos de humanos con infeccion asintomatica o con aquellos curados de AHA
[11].

% '.":3 ‘é" ..‘V ‘

TRENDS in Parasitology

Figura 4. Destruccion de tejido asociada con la infeccion de E. histolytica. (a) Un ejemplo de
colitis amebiana donde se muestra la presencia de multiples ulceras. (b) Vista lateral de un
tejido con ulceras en forma de “matraz”, clasicas de la infeccion. (c) Trofozoitos de E. histolytica
(flechas) tomadas de una ulcera que muestra la presencia de numerosos eritrocitos ingeridos
por el parasito. Tomada de Ralston, K. S. and Petri W. A [9].



Se han identificado cinco tipos de lesiones que corresponden a la progresion del dafio
causado por trofozoitos de E. histolytica [6]. En el estado inicial, las lesiones no
especificas producidas por los trofozoitos son caracterizadas por engrosamiento de la
mucosa debido a hiperplasia glandular y edema estromal. Las amibas estan presentes
en pequefia cantidad en la superficie del exudado. Cuando la lesion progresa, hay una
depresion mucopénica debido a la pérdida de mucinas de la superficie y de células
epiteliales glandulares; hay infiltrado de neutréfilos. Las amibas pueden estar presentes
en un gran numero en la superficie luminal, son particularmente abundantes
adyacentes al sitio de la lisis epitelial. La lesidn invasiva tardia con ulceraciones
profundas corresponde a ulceras en forma de matraz. Las Ulceras de la mucosa se
extienden dentro de una gran area de la submucosa, la cual es particularmente
susceptible a la accidn litica del parasito y produce abundantes microhemorragias. Se
presenta un exudado denso que contiene eritrocitos, fibrina, material proteinaseo
acelular. Finalmente, la pérdida de la mucosa y submucosa con la formacién de tejido

granulatoso es caracteristico de Ulcera granulomatosa [6].

I.4 Patogenicidad y virulencia.

La patogenicidad asociada a E. histolytica se ha relacionado con al menos tres

caracteristicas de la amiba, descritas a continuacion:

i) Adhecion celular mediada por la lectina Gal/GalNAc:

El primer paso en el proceso de invacion de la mucosa intestinal es la penetracion de
una delgada capa de mucina altamente glicosilada que cubre el epitelio intestinal [12].
La destruccion de la célula huésped comienza con el contacto y la union del trofozoito,
la molécula clave en este proceso es la lectina Gal/GalNAc [13, 12]. La lectina
Gal/GalNAc de la superficie del parasito se une a los residuos Gal/GalNAc expuestos
por glicoproteinas de las células blanco. Esta adhesina es una proteina multifuncional
de 260 kDa, es un heterodimero que presenta una subunidad pesada de 170 kDa y una
subunidad ligera de 35/31 kDa, asociadas de forma no covalente por una subunidad
intermediaria de 150 kDa [6, 12]. La isoforma de 35 kDa de la subunidad ligera es
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altamente glicosilada y pierde el glicolipido GPI, el cual si esta presente en el isoforma
de 31 kDa [14]. La porcion citoplasmética de la subunidad pesada tiene una identidad
en la secuencia con el tallo citoplasmatico de la B,-integrina que esta involucrada en la
sefializacion que controla la actividad adhesiva de la lectina amebiana [6]. La
subunidad ligera muestra dos isoformas de 35 y 31 kDa, dicha subunidad esta
involucrada en la modulacion de la actividad citopatica del parasito [6]. El contacto de
los trofozoitos con la célula huésped a través de la lectina Gal/GalNAc induce apoptosis
celular [6, 9].

i) Secrecion de amebaporos:

Después del contacto con la célula huesped, el parasito secreta proteinas citotdxicas
formadoras de poros (amebaporos) que atraviesan la membrana de la célula blanco [9].
El amebaporo es un péptido formador de poros de 77 aminoacidos, localizado en
vesiculas citoplasmaticas; se han descrito tres isoformas denominadas A, B, C que
presentan homologia con la granulosina y la NK-lisina producidas por células T
citotéxicas y células NK y con saponinas [14, 15]; las 3 isoformas estan presentes en
una relaciéon 35:10:1 [6]. El amebaporo es altamente soluble, pero es capaz de cambiar
rapidamente a un estado insertado en membrana [15]; se une a los fosfolipidos
cargados negativamente a través de residuos de lisina protonada, seguido por la
insercion del péptido dentro de la bicapa lipidica conducido por el potencial negativo de
membrana, de la membrana blanco [6]. Los poros formados a través de la membrana
plasmatica permiten el paso de agua, iones y otras moléculas pequefias que resulta en
hinchazén, y lisis de la célula blanco, como células epiteliales, linfocitos,

polimorfonucleares y macréfagos [6].

Por este mecanismo, E. histolytica induce una rapida e irreversible liberacion de calcio
de la célula blanco que esta asociada con la desestructuraciéon de la membrana y
muerte celular [9, 15]. Estudios con quelantes de calcio EGTA y EDTA mostraron un
requerimiento absoluto de calcio extracelular en la citolisis amebiana de células blanco

[15]. El tratamiento de las células blanco con verapamilo, un bloqueador lento de
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canales de calcio, protege a la célula de lisis por la amiba [15]. Esto es, el Ca** puede
actuar como un segundo mensajero y desencadenar la sefializacion celular del

huésped para llevar a muerte por apoptosis [15].

iii) Protedlisis por cisteina proteinasas (CPs):

En el colon humano, la lamina basal que delimita el epitelio consiste principalmente de
coldgena tipo IV, laminina y proteoglicanos, y contienen un numero de moléculas
asociadas a la membrana basal tales como fibronectina (FN), tenascina C y entactina
[6]. E. histolytica contiene una bateria de proteasas que degrada los componentes de la
matriz extracelular (ECM) y permiten o facilitan la invasion y diseminacion lateral de

trofozoitos [6].

Cisteina proteasas que van de 16 a 116 kDa son encontradas en extractos amebianos
analizados en geles de sustrato [6]. De los componentes de ECM que E. histolytica
encuentra durante la invasion coldnica son laminina, colageno tipo | y IV y fibronectina
que son blanco para amebapain (EhCP1 o ACP3), histolisinas (EhCP2), EhCP5 y
EhCP3, una proteasa neutra de 56 kDa [6]. En la figura 5 se muestra un resumen de

los eventos implicados en la patogenicidad de E. histolytica, antes descritos.
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Figura 5. Modelo propuesto para el mecanismo de citotoxicidad de E. histolytica (en azul) hacia
la célula blanco (en café) por accion de la lectina Gal/GalNAc (rectangulos verdes). Se
muestran vesiculas acidas del parasito (circulos morados) que juegan un papel en la
citotoxicidad debido a que su contenido es liberado hacia la célula blanco. Se desconoce como
las moléculas efectoras del parasito, como KERP1 (rectangulos color rosa), los amebaporos y
otros miembros de la familia SAPLIP (aros naranja) son transmitidas a la célula blanco. Hay
proteinas adicionales, ademas de la lectina Gal/GalNAc, que participan en la unién a la célula
blanco como TMKB1-9 y EhSTIRPs (rectdngulos naranja, rectangulos turquesa). La lectina
Gal/GalNAc puede contribuir por si sola al mecanismo citotéxico ya sea mediante la activacion
de la iniciacién del programa citotéxico y/o mediante la activacion de la entrada de calcio.
Ademas, las cadenas intermedia y ligera de la lectina (igL, IgL) también podrian desempefar
algun papel en la muerte de la célula blanco. Se requiere de una entrada masiva de calcio
extracelular (Ca?*, circulos rosas) para la eliminacion de células blanco; el mecanismo para la
entrada de calcio es desconocido aunque podrian estar involucrados los amebapores y otros
miembros de la familia SAPLIP. La entrada de calcio activa la calpaina, que activa por proteélis
a PTP1lb, que a su vez induce la desfosforilacion de residuos de tirosina fosforilada en
proteinas de la célula blanco. Sin embargo, PTP1b podria no ser la Unica PTPasa responsable
de la desfosforilacién de tirosina. En ultima instancia, se activa la caspasa-3 (caspasa-3*) y la
célula diana sucumbe a la muerte apoptético. Tomada y modificada de Ralston, K. S. and Petri
W. A [9].
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Recientemente se han publicado nuevas aportaciones en el conocimiento del

mecanismo de patogenicidad de E. histolytica:

iv)  Trogocitosis. Una investigacion pionera sobre los mecanismos de invasion de
E. histolytica fue publicada recientemente [16], en donde se mostra evidencia de que E.
histolytica mata por la ingestion de fragmentos de células vivas, lo que resulta en una
elevacion intracelular de calcio y eventualmente la muerte de dicha célula. Dicha
internalizacion de fragmentos es denominada trogocitosis y es requerida para culminar
en la muerte celular y contribuir en la invasion del tejido intestinal, abriendo un
panorama distinto al modelo establecido para la destruccion del tejido durante la

amebiasis.

E. histolytica presenta otras moléculas que favorecen su caracter invasivo, como
metalocolagenasas que son proteasas que degradan colageno tipo | y lll; ademas
secreta enzimas hidroliticas como carbohidrato hidrolasas, las cuales degradan
oligosacaridos de la mucina del colon, fosfatasas &cidas de unién a membrana que

ayudan a destruir el citoesqueleto de la célula huésped [17].

I.4.1 Lalocomocion en E. histolytica

En la locomocién celular en mamiferos estan involucrados al menos tres procesos: i)
inicio o direccién del avance celular, ii) adhesion a los sustratos de la superficie a través
de placas de adhesion, iii) empuje o movimiento del resto de la célula; dichos eventos
deben ser rapidos y regulados con precision. La fosforilacién es un mecanismo ideal
para controlar dichos eventos ya que ésta es una modificacién postraduccional rapida y

reversible [18].

En E. histolytica, la deteccion quimiotactica y el proceso coordinado asociado con
locomocion direccional parece ser central para iniciar la infeccion amebiana, por lo que
los mecanismos de migracion direccionada también son de relevancia en el
discernimiento de los mecanismos patogénicos desarrollados [19]. Los trofozoitos
moviles de E. histolytica exhiben un seudopodo frontal y un urépodo trasero (figura 6).

La polarizacion de la amiba esta asociada con la distribucion diferencial en la célula de
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complejos de actomiosina y de un grupo de proteinas que regular la dindmica del
citoesqueleto [20]. La lectina Gal/GalNAc y algunas moléculas de superficie menos
caracterizadas también se distribuyen asimétricamente en la membrana plasmatica tras
la activacion, moléculas tales como receptores de superficie, moléculas de adhesion,
microfilamento y los microtubulos y componentes celulares asociados al trafico de
membranas necesarios para la endocitosis de moléculas de superficie [20]. La union a
FN o a componentes de MEC se traduce en informacion dentro del trofozoito activando
la via PKC con la produccion de inositol trifosfato y la desfosforilacion de varias

proteinas [19].

Muchas de las proteinas que han sido implicadas en la adhesion a MEC y migracion
celular son fosforiladas, lo cual regula su plegamiento, actividad enzimatica e
interaccidon proteina-proteina [18]. Aunque la modulacion de la movilidad celular por
cinasas es bien conocida, evidencias recientes indican que las fosfatasas son
requeridas en cada etapa del proceso de migracion. Las fosfatasas, tales como las
proteinas tirosina fosfatasas (PTPasa) pueden controlar la formacién y mantenimiento
del citoesqueleto de actina, regulan pequefias GTPasas que actlan como interruptores
moleculare y modulan la dinamica de adhesion a matriz, contraccion de actina,

liberacion de la parte trasera de la célula y direccionalidad de la migracion [18].
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Figura 6. Polarizacion de trofozoitos de E. histolytica. La amiba se caracteriza por la presencia
de un gran nucleo (circulo negro) y abundantes vesiculas distribuidas en el citoplasma (circulos
transparentes), un pseudépodo en la parte delantera de la célula en movimiento y un urépodo
en la parte trasera. En la figura se enlistan moléculas que estan presentes en una o ambas
regiones de la célula. Los filamentos de actina subcorticales, concentrados tipicamente en el
seudopodo y en el urépodo se representan con lineas delgadas. Las barras verticales conectan
a la amiba con el sustrato representando puntos de adhesion. Los diferentes eventos
asociados con el movimiento de la célula se muestran en la parte inferior de la figura,
incluyendo la liberaciéon de material membranoso en la parte trasera de células. RacG, proteina

homdloga a Racl. Tomada y modificada de Tavares P., et al. [20].
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I.5 Proteinas tirosina fosfatasas (PTPasas)

La fosforilacion de proteinas es sin duda la modificacién postraduccional mas comudn y
mejor estudiada; la fosforilacion en residuos de tirosina comprende sélo una pequefia
fraccion de todos los eventos de fosforilacion de proteinas, en comparacién con

fosforilaciones en serina/treonina (S/T).

La fosforilacion de proteinas -por proteinas tirosina cinasas (PTKs)- y la
desfosforilacién de las mismas -por PTPasas- regulan un amplio espectro de vias de
sefalizacion fundamentales en procesos fisiolégico, como: crecimiento celular,
diferenciacion, metabolismo, progresion a través del ciclo celular, comunicacion célula-
célula, adhesién celular y migracion, transcripcion de genes, actividad de canales
i6nicos, respuesta inmune y decision de apoptosis/supervivencia [21]. Aberraciones en
la fosforilacion de proteinas juegan un papel importante en la patogénesis de
numerosas enfermedades, incluyendo cancer, diabetes y deficiencias inmunes [21].
Hay evidencias que indican que las PTPasas pueden tanto potenciar como antagonizar
la accion de las PTKs.

Un andlisis estricto del genoma humano identificé 107 PTPasas [22]. Las PTPasas no
muestran similitud estructural con fosfatasas serina/treonina o con las fosfatasas acidas
o alcalinas de amplia especificidad. La marca que define a la super familia de PTPasas
es la secuencia de su sitio activo (H/V)C(X)sR(S/T), también llamado motivo de

sefalizacion de PTP en el dominio catalitico [23].

Las PTPasas son agrupadas en cuatro subfamilias clasificadas con base en la
secuencia de aminoacidos del dominio catalitico (figura 7):

i) PTPasas basadas en cisteina tipo I: Estas fosfatasas pueden ser divididas en
subgrupos dependiendo de la similitud del dominio catalitico, comprende tanto
PTPasas clasicas cuyo sustrato es especifico para proteinas fosforiladas en tirosina y
fosfatasas de especificidad dual (DUSP) que defosforilan proteinas fosforiladas tanto

en tirosina (Y), serina (S), treonina (T) y algunos fosfolipidos [22, 23].
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i) PTPasas basadas en cisteina tipo IlI: contiene solo las fosfatasas LMWPTP
(PTPasas de bajo peso molecular) cuyos sustratos son proteinas fosforiladas en
tirosina [22, 23].

iii) PTPasas basadas en cisteina tipo lll, tienen especificidad tanto para tirosina como
para treonina. Este grupo contiene tres reguladores del ciclo celular Cdc25A, Cdc25B y
Cdc25c [22, 23].

iv)PTPasas basadas en acido aspartico. Estas PTPasas defosforilan PTyr y PSer
[22, 23].

Figura 7. Clasificacion de PTPasas. Las PTPasas pueden ser clasificadas en subgrupos con
base en la similitud de su secuencia y a la presencia de dominios de unién o funcionales.
DUSP: fosfatasas de especificidad dual, LMW: de bajo peso molecular (por su abrevacion en
inglés), Cdc25: fosfatasa 25 del ciclo de divisién celular, EYA: fosfatasas “eye absent”, HAD:
fosfatasa de la superfamilia deshidrogenasa haloacida, PRL: fosfatasa de regeneracion de
higado, PTEN: fosfatasa homologa de tensina, MKPS, fosfatasa de la cinasa MAP. Tomada y
modificada de Patterson R., et al. [23].
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I.5.1. Mecanismo catalitico de PTPasas:

Las PTPasas pueden actuar como un interruptor de transduccion de sefiales tanto de
“‘encendido” como de “apagado” [24]. Estas enzimas no requieren iones metalicos y
catalizan la hidrdlisis de fosfato via una intermediario covalente, fosfocisteina [24]. La
reaccion de PTPasas es nucleofilica y esta compuesta de al menos dos pasos

quimicos.

El primer paso es la formacion y la liberacion del intermediario fosfoenzima (E-P)
(Figura 8). La region nucleofilica del sitio activo en el motivo de sefalizacion de PTP
corresponde al residuo de cisteina (C) invariable. La sustitucién del residuo de cisteina
abate completamente la actividad de PTPasa y elimina su habilidad para formar E-P
[24]. El paso de la formacion de la fosfoenzima es asistida por un acido aspartico (D)

conservado, que actua como un acido general en la catalisis [24].

En el segundo paso, la hidrdlisis de la fosfoenzima intermediaria ocurre por el ataque
nucleofilico de una molécula de agua asistida por el mismo residuo D conservado, el
cual funciona como una base general, originando la subsecuente liberacion de la
enzima y el fosfato inorgéanico (Pi); por lo tanto, el residuo de R invariable media la
union del sustrato y la estabilizacion del estado de transicion, aunque el residuo de R
del sitio activo juega un papel en la unién del sustrato, es mas importante para la
catdlisis [21, 24]. Un residuo de serina (S) o treonina (T) a menudo es encontrado en el
motivo de sefializacion de PTPasa inmediatamente después del residuo R invariable
[21, 24]. Ademas, un residuo conservado de glutamina (Q) es importante en la
colocacioén precisa de la molécula de agua para la eficiente hidrolisis de la fosfoenzima
[21, 24]. A pesar de variaciones en la estructura primaria y diferencias en la
especificidad de sustrato del sitio activo, al parecer, este mecanismo es aplicado por
todas las PTPasas.
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Figura 8. Mecanismo catalitico y estado de transicion de la reaccién de PTPasa de Yersinia. E-
P: complejo enzima-sustrato, Asa Q: glutamina, Asa P: asa de union a fosfato, Asa-WPD:
comprendiendo triptéfano, prolina y &cido aspartico. Tomada y modificada de Zhang Z.Y., et al.
[21].

I.5.2. Estructura de PTPasas

Una de las caracteristicas mas estrictas de las PTPasas es que muchas de ellas
contienen una combinacion de dominios modulares. Se estima que 79 de las 107
PTPasas humanas contienen al menos un motivo adicional o dominios fuera de su
dominio catalitico de PTPasas. Estos dominios modulan la interaccion proteina-
proteina o union a fosfolipidos [22].

El sitio activo de las PTPasas esta localizado dentro de una grieta en la superficie de la
proteina [24]. En la parte inferior del sitio activo, esta el asa de union a fosfato (asa-P)
formado por el motivo de sefalizacion de PTPasas (PTPasa de Yersinia, figura 9) [24].
El residuos de D409 de la cadena lateral forma un puente de hidrégeno bidentado con
dos de los oxigenos fosforil no unidos en el sustrato; R356 se encuentra en un asa
flexible, el cual sufre un cambio conformacional mayor después de la unioén del sustrato
[24]. En la estructura de unién a ligando, el asa WPD (residuos 351-360) tiene un
movimiento similar a una solapa para cubrir el sitio activo, colocando el D356, de la

cadena lateral cerca del oxigeno del sustrato [24]. Esta observacion es consistente con
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el papel del D356 como donador de un protén al grupo transportado durante el paso de
formacién del complejo E-P. La interaccion entre D409 y W354 es importante para el
movimiento del asa WPD vy la catélisis del acido general [24]. Mutaciones en la regién
de bisagra en el residuo W354 por A inhiben completamente la catélisis. El residuo

W354 juega un papel en la alineacion de R409 para la union del oxianion [24].

Loop-WPD

Loop-Q

Figura 9. Estructura terciaria de PTPasa de Yersinia (diagrama de cinta). El sitio activo en el
asa P contiene C403, D409 y T410. Adyacente al asa-P esta el asa mévil WPD, con el puente
de la D356 invariante. El asa-Q contiene el residuo Q446 conservado. Tomada de Zhong-Yin
Zhang, et al. [24].

I.5.3. Regulacion de PTPasas

Las PTPasas estan sujetas a modificaciones tales como glicosilacion, miristilacion y
fosforilacion. La fosforilacion de PTPasas en S, T y Y proporcionan sitios de unién para
proteinas que contengan dominios SH2 [25]. La glucosilacion es la modificacion mas
restringida a las PTPasas transmembranales, las cuales contienen abundantes

carbohidratos N y O ligados en su porcion extracelular [22]. Dos grupos de DUSPs son
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modificadas por acidos grasos VHY (DUSP15) y VHX (DUSP22) que son miristiladas
en el N-terminal de una manera similar a las Src de la familia de las PTK [22, 23]. Las
PRLs son farnesiladas en el C-terminal similar a las proteinas Ras GTPasas [22].

Debido a la presencia de una cisteina en la hendidura catalitica, las PTPasas son
sensibles a inactivacion y oxidacion reversible. La oxidacion reversible de la cisteina
conservada elimina sus propiedades nucleofilicas provocando profundos cambios en la
conformacion originando una fosfatasa inactiva [25]. Esto puede estar mediado por la
produccion regulada de especies reactivas del oxigeno, tales como H,O, dentro de la
célula que causa la conversion reversible del anion cisteina tiolato a acido sulfénico que

resulta en la inactivacion de la actividad de PTPasa [26, 23].
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I.6 Proteina tirosina fosfatasa de regeneracion de higado (PTPasa-PRL)

Las fosfatasas de regeneracion del higado (PRL) constituyen una subfamilia de
PTPasas que han sido asociadas a la oncogénesis y metéstasis [27]. En la figura 10
se muestra una linea del tiempo donde se citan los hallazgos relevantes sobre la

participacion de PRLs en cancer.
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Figura. 10. Linea de tiempo donde se resumen los principales descubrimientos en la
investigacion de PRLs desde 1994 al 2010. EMT, transicion epitelio-mesenquimal. Tomada y
modificada de Qader A. O., et al. [28].

Las fosfatasas PRL son una subfamilia de pequefias DUSPs de amplia distribucién en
tejidos cuya expresion estd incrementada en muchas lineas celulares de cancer y
tumores [29]. En humanos, esta subfamilia incluye tres miembros: PRL1, PRL2 y PRL3,
que son altamente conservadas; PRL1 y PRL2 tienen una homologia de 87%, PRL1 y
PRL3 tienen una homologia de 75%. Estos genes fueron inicialmente identificados

como genes de expresion temprana en la regeneracion de higado [27, 30]. Las PRL

-21 -



son proteinas pequefas de ~20 kDa, en C-terminal contienen un motivo de prenilacion
denomidado, CAAX (caracteristica exclusiva en esta familia de PTP), una region
polibasica y el motivo catalitico caracteristico de las PTPasas, C(X)5R [27].

La prenilacion de proteinas es una modificacion post-traduccional con un papel
importante en la direccion de proteinas a las membranas y en la interaccion proteina-
proteina [31]. El 0.5% de todas las proteinas son preniladas. Algunos ejemplos son las
proteinas G heterotriméricas, laminina nuclear y proteina cinasas, proteinas de la
superfamilia de proteinas G Ras, como Rab, Rho y Rac, las cuales tienen un papel
importante en el trafico de proteinas y organizacion del citoesqueleto [32]. La
modificacion isoprenoide puede ser catalizada por una de tres diferentes transferasas,
dependiendo del isoprenoide y del motivo de prenilacion de la proteina blanco. Dichas
transferasas son farnesiltransferasa (FT), geranilgeranil transferasa | (GGT I) o GGT II;
todas son o/p heterodimeros con una subunidad o comun y utilizan el farnesil C15 o el
geranilgeranil C20 respectivamente [31]. Estas enzimas reconocen el motivo de
prenilacion CAAX donde C es una cisteina, A es un residuo aromatico y X puede ser M,
S o0 Q para FT o L para GGT | [31]. La fosfatasa PRL2 esta asociada con BGGT Il in
vivo [33, 31].

Se ha demostrado que PRL1-PRL3 requieren de la prenilacion para su localizacion en
membranas celulares [34]. Ademas, se ha reportado la presencia de una potencial
sefal de localizacidon nuclear (NLS) cerca de C-terminal de todas las PRLs; esta region
posee la secuencia KRRX12KYRPKMRLRF(R/K) parecida a una tipica NLS bipartita
con un agrupamiento inicial de residuos basicos separada de una region basica mas

cerca de C-terminal por un espacio de 10 a 12 residuos [34].

Las fosfatasas PRL tienen una region polibasica conservada en el C-terminal que esta
formada por multiples lisinas y arginina (K151, R153, K155, R157, R159 y K161), esta
region precede inmediatamente al motivo de prenilacion CAAX [35] (figura 11). Se ha
reportado que la prenilacion de PRL1 por si sola es insuficiente para su localizacion en
la membrana plasmatica y que la region polibasica en C-terminal es requerida para la
correcta direccion de PRL [35]. Los residuos cargados positivamente en la region

polibasica pueden servir como una sefial de localizacion nuclear en ausencia de
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prenilacion de PRL1 [35]. La apropiada localizacion celular de PRL1 requiere de la
insercion del grupo farnesil dentro de la bicapa lipidica y la interaccién idnica entre la
regién polibésica y la superficie acida de la membrana. El crecimiento y migracion
celular mediada por PRL1 depende de la integridad estructural y de la fuerza de los

residuos polibasicos en C-terminal [35].

Interfase Interfase
trimérica trimérica "™C{X)RAPY™ SICKYRPKMRLRFK™ WCcim

T T \/

Figura 11. Diagrama de la estructura de PRL1. T13 y G97 son los residuos involucrados en la
homotrimerizacion; ***C(X)sRAPV*® es el dominio catalitico de PTPasa; ***CKYRPKMRLRFK*®?
es la region polibasica y **°CCIQ'" es el motivo de prenilacién. Tomada y modificada de Sun J.
P, et al. [35].

|.6.1. Caracteristicas estructurales

Las PRL muestran alta similitud estructural con las pequefias DUSP atipicas y con el
dominio catalitico de la fosfatasa de lipidos PTEN [35]; sin embargo, la hendidura
catalitica fuertemente hidrofébica del sitio activo de las PRL difiere de la hendidura
catalitica de las DUSPs, apuntando que las PRL requieren un sustrato dnico y

especifico para [35].

Usando resonancia magnética nuclear, se ha resuelto la estructura cristalina de PRL1y
PRL3 donde todos los aminoacidos conservados tienen un papel clave tanto en la
estructura como en la catdlisis [36, 37]. El primer grupo incluye residuos hidrofébicos de
cubierta y numerosas prolinas y glicinas en las asas entre elementos de estructura
secundaria. La regién catalitica conservada, que participa en la unién del sustrato y
confiere especificidad, incluye el asa P, el asa que contiene el 4cido general (D72) y el
asa ob-06 [36]. Existen dos Unicas caracteristicas del asa P que podrian afectar su

mecanismo catalitico y especificidad. Primero, los aminoacidos altamente conservados
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V105AGLG109 definen el caracter hidrofébico del asa P y pueden establecer una
preferencia por sustratos mas hidrofébicos a diferencia de otras fosfatasas. Segundo, la
secuencia C-terminal del asa P es muy inusual, A111-P112-V113, donde el residuo de
prolina probablemente proporcionen una Unica limitaciébn conformacional en su posicion
critica [36-38]. La posicion distante del asa mévil que contiene a D72 es otra causa de
la pobre actividad hacia sustratos sintéticos. Probablemente bajo un rearreglo
conformacional inducido por el sustrato, PRL3 acerca a D72 a C104 y aumenta la

catalisis [37].

A pesar de la similitud en la secuencia de aminoacidos entre estas proteinas existen
diferencias significativas en la estructura del asa P de PRL1 y PRL3 [27]. El asa P en
PRL3 [motivo C(X)5R], tiene una conformacion abierta con las cadenas laterales de
C104 y R110 orientadas hacia fuera del surco catalitico. En PRL1, el asa P esta
limitada con las cadenas laterales de C104 y R110 orientadas hacia dentro del surco.
Los residuos de los sitios activos tanto de PRL1 y PRL3 son no polares en la
naturaleza, con relativamente pocos residuos polares como C49y D72 [27].

Ademas de la inactivaciéon por oxidacion de la cisteina catalitica, comun para la
mayoria de las PTPasas, las PRLs pueden ser inactivadas por una unién intradisulfuro
entre la cisteina catalitica C104 y la cisteina vecina C49 [21]. El per6xido de hidrogeno
(H20,), promueve la formacion de un puente disulfuro intramolecular entre C104 y C49
en solucién y en la célula, lo cual soporta una regulacién potencial de C49 en modular

la actividad de PRL1 en respuesta a especies reactivas del oxigeno [38].

Se ha establecido que PRL1 existe como un homotrimero en el estado cristalino, en
donde las porciones C-terminal de las proteinas estan agrupadas permitiendo a las
PRLs una unién cooperativa con la membrana [35]; tanto el motivo de prenilacién como
la regién polibasica en el C-terminal son requeridos para anclar a PRL1 a la membrana.
Ademas, la trimerizacion es esencial para la funcion de PRL1 dentro de las células. La
participacion del motivo CAAX en la formacion de trimeros fue establecida por la
remocién del motivo C-terminal, observando que esta ausencia impide la asociacion de
la proteina; es probable que la superficie C-terminal se encaje directamente en la

membrana plasmatica [35]. Ademas, se demostrd que al evitar la formacién de trimeros
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se elimina la habilidad de PRL1 para promover el crecimiento celular y la migracion,
indicando que la formacién del trimero de PRL1 es esencial para su funcién [35]. El
trimero de PRL1 es estabilizado por una combinacion de interacciones hidrofébicas y
polares. La inhibicién de la formacion de trimeros no tiene efecto en la asociacion de
PRL1 a la membrana [35, 38].

[.6.2. Localizacion celular y distribucién en tejidos.

Se ha reportaron que la expresion endogena de PRL1 es dependiente del ciclo celular
ya que en células no mitoticas, PRL1 esta localizada en membranas, como membrana
plasmatica, endosomas tempranos y reticulo endoplasmico de manera dependiente de
farnesilacion; en células mitéticas, PRL1 esta asociada con el centrosoma y el huso

mitético de una manera independiente de la farnesilacion [39].

PRL1 y PRL2 son necesarias en el proceso normal de crecimiento celular y
proliferacion, las proteinas cataliticamente activas facilitan la progresion a través del
ciclo celular, posiblemente por una disminucion en los niveles del inhibidor de quinasas
dependiente de ciclinas, p21Cipl [40]. PRL3 se sobreexpresa consistentemente en
cancer colorectal metastdsico pues se ha observado elevado en cada céancer
metastasico estudiado, pero dicha expresion no se observa o esta en bajos niveles en
tumores no metastésicos y epitelio colorectal normal [41].

1.6.3. Funcion biolégica de las PRL

A pesar de la conservacion en la secuencia alrededor del sitio catalitico que pudiera
sugerir especificidad de sustrato similar en las PRLs, y debido a que los patrones de
expresion de PRLs difieren entre tejidos, se ha sugerido que éstas tienen distintas
funciones debido a diferencias en la interaccion de proteinas y diferencias en su
regulacion [42]. En la tabla 1 se muestran patrones de unién identificados para PRLs y

sustratos putativos.
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Tabla 1. Patrones de union identificados de PRL y sustratos putativos

Proteina de . ., Método de .
. ., Efecto de lainteraccion . ., Referencias
interaccién validacion
PRL1 ATF-7 Desfosforilacion de ATF-1 in vitro Y2H?, IPP Peters et al. [2001]
Formacion de trimeros in vitro e in Jeong et al. [2005],
PRL1 Vivo P Sun et al. [2007]
PRL2 bGGT-II Unién competitiva con aGGT-Il in vivo Y2H, IP Su et al. [2001]
PRL3% CDH22 N. D. Y2H, PDS, IP Liu et al. [2009]
Ezrina Desfosforilacion de ezrina in vitro i Forte et al. [2008],
(indirecta) e in vivo Orsatti, et al. [2009]
FaCtO.r de N. D. IP Orsatti, et al. [2009]
alargamiento 2
Queratina 8 Desfosforilacion de KRT8 in vivo IP Mizuuchi et al. [2009]
Integrina al N. D. Y2D, PD Peng et al. [2006]

Sun et al. [2007],

PRL-3 Formacion de oligomeros in vitro IP Pascaru at al. [2009]

%Y2H, ensayo de doble hibrido; bIP, inmunoprecipitacion; PD Pull-down con GST. N.D., no determinado.

Se ha reportado que PRL1 y PRL3 promueven la motilidad e invasion en células de
cancer de colon por estimulacién de la via de sefalizacién que involucra a la familia de
Rho GTPasas, particularmente RhoA y RhoC [43]. PRL1 también es encontrada en el
proceso fundamental de adhesién celular y migraciéon en células de cancer de pulmén
humano al afectar la activacion de Racl, Cdc42, y c-Src [43]. PRL3 es capaz de activar
el elemento de respuesta a suero (SRE) de una manera dependiente de Rho,
sugiriendo que PRL3 puede regular la motilidad, la invasion y la metastasis a través de
un efecto directo en el citoesqueleto de actina y a través de la regulacion

transcripcional de genes blancos [43].

En células HEK293, la sobreexpresion de PRL3 activa la cinasa Src, la cual encabeza
una serie de vias de sefalizacion que culminan en la fosforilacion de ERK1/2, STAT3y
p130°* [42]. La activacion de estas vias probablemente contribuye al incremento en la
motilidad y crecimiento celular. Se demostr6 que PRL3 induce activacion de Src a
traves de la regulacion a la baja de Csk, un regulador negativo de Src [42] (Figura 12).
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Este mecanismo puede operar en lineas celulares de cancer de colon donde se

expresan mayores niveles de PRL3 y muestra un indice de migracion mas rapido [44].
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Figura 12. Resumen de las vias de sefalizacion afectadas por las fosfatasas PRL y que

resultan en migracion y proliferacion celular. Las flechas indican la regulacion positiva; lineas

cruzadas indican regulacion negativa y signos de interrogacion indican, ya sea que adn no se

conoce o que no se han estudiado los procesos. Tomada y modificada de Rios P., et al. [42].
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[.6.4. Regulacion de la expresion de PRL.

Usando microarreglos de cDNA en células de cancer colorecal HCT-116 p53 WT, en
comparacion con su contraparte isogénica “knockout” para p53, se encontré que la
presencia de p53 correlaciona con una disminucion en la expresion de PRL1 [27]. En
humanos, PRL1 esta en parte regulada por el factor de crecimiento de respuesta a
crecimiento temprano 1 (EGR-1) [28]. En parte, la sobreexpresion de PRL3 en cancer
colorectal es derivada del incremento en el numero de copias de PRL3 en las células
[28]; este incremento estd asociado con la amplificacion de una gran porcion de la
region telomérica del cromosoma 8q que abarca 12 Mb, que incluye el oncogen c-Myc
(Figura 13) [28, 27].

El primer indicio de la regulacion post-transcripcional de PRL (regulacién a nivel de
MRNA) vino de la temprana conclusion de que PRL1 es regulada especificamente
durante el transcurso de la regeneracién hepatica [28]. Posteriores reportes de la
induccion de la expresion del mRNA de PRL en células bajo estimulacion mitogénica y
expuestas a medio condicionado con fibroblastos asociados a carcinoma, sugirieron
gue estimulos extracelulares que activan vias de sefializacion asociadas a factores de
crecimiento regulan la expresiéon de PRL [28]. Egr-1 es un factor de transcripcion
activado por factores de crecimiento y es uno de los factores implicados en el aumento
de la transcripcion de PRL1 [28]. Herramientas bioinformaticas de prediccién
(CONSITE, TRED), sugieren que el promotor de PRL3 tiene diversos sitios putativos de
unién a factores transcripcionales tales como n-MYC, STAT3 y NF-kb [28]. Un estudio
reciente mostré que la estimulacién de células de mieloma con IL-6, una citocina que
promueve la actividad transcripcional de STAT3, puede inducir de 2.5 a 3.5 veces un

incremento en los niveles de mRNA de PRL3 (Figura 13) [27].

Ademas de la regulacién transcripcional de genes, la traduccion es un paso importante
en la expresion de proteinas. Recientemente se encontro que a nivel traduccional, la
expresion de PRL3 podria estar negativamente regulada por interaccion directa entre la
proteina 1 de union a poli(C) (PCBP1) y el triple motivo GCCCAG dentro de la regién 5°
no traducida del mRNA de PRL3 (5’'UTR) [28]. La sobreexpresion o supresion de

PCBP1 resulta en una supresiéon o incremento en el nivel de proteina de PRL3
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respectivamente, sin inducir ningin cambio en el nivel del transcrito de PRL3 (Figura
13) [28].
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Figura 13. Red de regulacion propuesta y vias de sefalizacién rio abajo de PRL. En la
imagen se ilustran diferentes vias que culminan en progresién metastasica. Se incluyen la
regulacion a nivel de gen, de mRNA vy proteina; también se sefiala la regulacion por oxidacion,
oligomerizacion y fosforilacién. Tomada y modificada de Qader O. A, et al. [28].
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I.7. PTPasas en parasitos protozoarios

Las PTPasas han sido cada vez mas reconocidas como efectoras importantes de las
interacciones huésped-patégeno y su patogenicidad se ha explorado en hongos,
parasitos, bacterias y virus [45]. Un ejemplo clasico es la participacion de la PTPasa
YopH de Yersinia pestis, agente causal de la peste bubodnica. Y. pestis inyecta
directamente a la altamente activa PTPasas YopH dentro del citoplasma de células
inmunes durante la etapa temprana de la infeccion [46]. YopH intracelular desfosforila
eficientemente proteinas claves en la sefalizacion inhibiendo la activacion de las
células inmunes [46]. Cepas de Salmonella spp virulentas usan una estrategia similar,
ellas inyectan en la célula huésped la fosfatasa SptP la cual interfiere con la activacion
de la via de MAPKSs [46].

En afios recientes, la secuenciacién del genoma de parasitos protozoarios como E.
histolytica [47], Giardia lamblia; Trichomonas vaginalis, etc., ha sido completada [48].
Se ha reportado un analisis in silico del cinoma de estos parasitos [49, 50]; sin
embargo, pocas investigaciones han sido enfocadas al estudio de su fosfatoma;

solamente el fosfatoma de tres especies de cinetoplastidos ha sido reportado [48].

Del analisis del genoma de patdogenos no metazoos se han predicho miembros de la
familia de PRL en: Toxoplasma gondii (una PRL), Trypanosoma brucei (una PRL),
Leishmania major (dos PRLs) y Entamoeba histolytica (una PRL) [45]. La
caracterizacion experimental de PRL se ha reportado para Trypanosoma cruzi [51],
Plasmodium falciparum [32] y Tritrichomonas foetus [52].

T. cruzi presenta tres genes putativos de PRLs pero solo la proteina TcPRL1 se ha
caracterizado de forma experimental [51]. TcPRL1 se localiz6é en la via endocitica de
epimastigotes, amastigotes y tripomastigotes, por la colocalizacién con cruzipaina y
concanavalina A. TcPRL-1 es prenilada in vitro e in vivo, lo que sugiere que la
prenilacién es necesaria para la nueva localizacion en la via endocitica. La PRL de P.
falciparum (PfPRL), el agente causante de la malaria, se expresa en los estadios
intraeritrociticos del parésito y parcialmente asociada con el reticulo endoplasmico; la
proteina PfPRL recombinante también se prenila in vitro [32]. No se han detectado

miembros de la familia de PRL en T. vaginalis [48]; sin embargo, por analisis in silico se
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ha revelado que el dominio catalitico del subgrupo Cdcl4 de este parasito, muestra
significativa homologia con la secuencia de aminoacidos de la PRL predicha en E.
histolytica [52].

Similar al patégeno T. vaginalis que afecta a humanos, el paréasito relacionado con
bovinos, T. foetus tiene actividad de ecto fosfatasa en la superficie de sus formas
endoflagelares intactas (FEF) y de aquellas en forma de pera (FP) asociada a proteinas
similares a PRL [52].

E. histolytica tiene poco més de 100 genes putativos para proteinas fosfatasas (PP)
[48], de los cuales 42 genes son putativos para PTPasas (tabla 2) (resultados
preliminares de nuestro grupo de trabajo, obtenidos mediante una bdsqueda de genes
putativos para PTPasas con base en la secuencia consenso del dominio catalitico), en

comparacion con las 107 que se encuentran en el genoma humano.

Tabla 2. PTPasas en Entamoeba histolyticay humano.

GRUPO PTPasa E. histolytica | HUMANO
.. RPTPasas 0 21
Clasicas
NRPTPasas 2 17
MKPasas 11 11
PTEN 8
Slingshot 1
Especificidad | Myotubularinas 11 16
dual CDC14 NE 4
PRLs 1 3
DUSP atipicas NE 19
Eya 0
Cdc25 Cdc25 7
LMW LMW 1 1
TOTAL 42 107
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La participacion de las PTPasas, ha sido pobremente estudiada en la biologia del
parasito. Estudios han mostrado que la activacion de PTPasas y desfosforilacion de
proteinas estan asociadas con desactivacion y muerte celular [15]. Se ha estudiado la
participacion de una fosfatasa acida de membrana (MAP) de E. histolytica que presenta
actividad de PTPasa y desfosforila especificamente O-fosfo-L-tirosina; se observo que
la interaccion de esta PTPasa con células HelLa afecta la integridad del citoesqueleto
de actina, sugiriendo que la presencia de la actividad de PTPasa podria jugar un papel
en la alteracion de niveles de fosforilacion de diferentes proteinas involucradas en
transduccion de sefiales, por lo que estas PTPasas pueden ser un elemento importante

en el mecanismo patogénico [53].

Los antecedentes directos de nuestro grupo de trabajo, sobre el estudio de PTPasas en
E. histolytica, son los reportados conjuntamente por Talamas-Rohana y Rosales-Encina
qgue han clonado y caracterizado parcialmente dos genes que codifican para PTPasas
de E. histolytica: EnNPTPA [54] y EhPTPB (Pérez Saldafa JA, et al. En proceso de
publicacién). EnPTPA y EhPTPB muestran una identidad en la secuencia de amino
acidos de 37%; se sugiere gue estas proteinas son PTPasas no receptoras o solubles,
el alineamiento de las secuencias de los dominios cataliticos de EhPTPasa con
PTPasas de vertebrados muestra la presencia de motivos conservados [54]. EhnPTPA
tiene actividad de fosfatasa in vitro y su mensajero se sobreexpresa en trofozoitos
recuperados de absceso hepatico amebiano, en comparacion con los trofozoitos de
cultivo, mientras que la expresion de EhPTPB no muestra cambios [54]. Esto da la
posibilidad que EhPTPA pueda estar involucrada en la interaccion huésped-parasito;
ademas, se propone que ésta podria ser un gen de respuesta a estrés o un gen de
respuesta adaptativa expresado por trofozoitos de E. histolytica durante el desarrollo
del ALA [54].
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ll.  JUSTIFICACION

Paises en vias de desarrollo presentan una alta incidencia de infeccion por E.
histolytica, especialmente entre infantes y adolescentes en quienes, la diarrea
infecciosa es la principal causa de mortalidad, situacién clinica para la cual actualmente
no existe una vacuna disponible y donde los terapéuticos hasta el momento ensayados

inducen fuertes efectos secundarios.

La actividad de PTPasa ha sido reportada como factor patogénico en diversas
infecciones ocasionadas por microorganismos como bacterias, hongos y paréasitos pero
se conoce poco acerca de PTPasas en E. histolytica. Estudios in silico del genoma de
E. histolytica predicen una Unica secuencia codificante para la fosfatasa tipo PRL
(fosfatasa de regeneraciéon de higado). PRL ha sido descrita en Plasmodium falciparum
y Trypanosoma cruzi, donde su funcién no ha sido caracterizada completamente, en
humanos existen tres isoformas de PRL (PRL-1, PRL-2, PRL-3) la cuales estan

asociadas con migracion, invasion, metastasis y cancer.

A la fecha no existen reportes de investigaciones enfocadas a caracterizar biologica y
funcionalmente a la PTPasa PRL de E. histolytica. Por lo tanto, es de relevancia
evaluar la participacion de EhPRL en la migracion e invasion de trofozoitos de E.
histolytica, iniciando desde las bases bioquimicas que permitan comprender la
estructura de la proteina e identificar motivos funcionales de tal manera que se pueda
proponer a EhPRL como blanco para el desarrollo de drogas especificas para inhibir la
migracion, la invasion y por ende la patogenicidad de E. histolytica.

-33 -



. HIPOTESIS

Si EhPRL se expresa y es funcionalmente activa en trofozoitos de E. histolytica esta

proteina podria participar en migracion e invasion.

IV. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la participacion de la proteina tirosina fosfatasa EnPRL de E. histolytica en la

biologia del parasito y en el mecanismo de patogenicidad.

IV.| OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Expresary caracterizar bioquimicamente a la PTPasa EhPRL recombinante.

2. Investigar a nivel de mRNA y proteina los patrones de expresion de EhPRL en

respuesta a la interaccion con componentes de matriz extraceluar.

3.  Estudiar la participacion de EhPRL en la migracion e invasion de E. histolytica.
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V. MATERIAL Y METODOS

V.1 Cultivos celulares

Trofozoitos de E. histolytica, cepa HM1:IMSS, se cultivaron axénicamente en tubos de
borosilicato a 37°C, en medio TYI-S-33 suplementado con 3% de vitaminas de
Diamond [55], 10% de suero adulto bovino, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de
estreptomicina. Los pardsitos se recuperaron en la fase logaritmica de crecimiento por

enfriamiento a 4°C por 10 min y centrigucacion.

V.2 Purificacion de RNA total

Para identificar el gen putativo que codificaba a la PRL en E. histolytica, en la base de

datos del genoma de E. histolytica http://pathema.jcvi.org/cgi-bin/Entamoeba/Pathema -

HomePage.cqgi se examinaron a aquellos genes etiquetados como proteinas tirosina

fosfatasas putativa. Los cebadores se diseflaron para amplificar la secuencia
codificante completa reportada para EhPRL (GenBank: XM _652148.1; pathema:
EHI_044560) con la adicion de sitios de restriccibon para BamHIl y EcoRI (5'-3),

respectivamente.

El transcrito de EhPRL se amplific6 a partir de cDNA sintetizado a partir de un
microgramo de RNA total de E. histolyica que se obtuvo por el método de Trizol
(Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY, USA), a partir de un tubo con
trofozoitos crecidos por 48 h. Brévemente, las células se recuperaron por
centrifugacion, se lavaron con amortiguador de fosfatos (PBS) (NaCl 137 mM, KCI 2.7
mM, Na;HPO,4 4.3 mM, KH,PO4 1.4 mM) centrifugando entre cada lavado a 735 xg en
microcentrifuga (Eppendorf 5415 C) a temperatura ambiente. Para la lisis celular se
utilizé un mililitro de trizol por cada 5-10 X 10° células; la lisis se realiz por pipeteo
constante; para la completa disociacion de complejos de nucleoproteinas la muestra se
incub6 a temperatura ambiente durante 5 min. Para la separacion del RNA, se
adicionaron 200 pl de cloroformo por cada mililitro de trizol utilizado en el procedimiento

anterior. Se agitd vigorosamente utilizando vortex por 15 seg con descansos en hielo
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por otros 15 seg, esto se repitié por 3 min. La muestra se centrifugé a 3,000 xg durante

15 min a 4°C para separar la fase acuosa superior.

El RNA de la fase acuosa se precipitdo adicionando 500 ul de isopropanol por cada
mililitro de trizol usado para la homogenizacion inicial, se incubd por 1 h a temperatura
ambiente y el RNA total se separ6 por centrifugacion a 3,000 xg. durante 10 min a 4°C,
se desecho el sobrenadante. La pastilla se lavo con 1 ml de etanol al 70% por cada
mililitro de trizol utilizado inicialmente. Se agit6 mediante vortex hasta disolver la pastilla
y se centrifugd a 1000 xg por 5 min a 4°C. La pastilla de RNA se secé ligeramente y se
resuspendid en agua con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1%. Posteriormente, la
suspension de RNA se incubd con 10 ul de DNasa durante 30 min a 37°C y finalmente
se incub6 por 15 min a 60°C para inactivar proteinas dafinas para el RNA. El RNA total

aislado se almacend a -70°C.

V.3 Amplificacion por RT-PCR

Para la amplificacién del mensajero de EhPRL, 1.5 ng de RNA total de E. histolytica fue
transcrito en forma reversa a cDNA utilizando oligonucle6tido poly(dT) y la enzima
transcriptasa reversa SuperScript 1l (ambos de Invitrogen Life Technologies, Grand
Island, NY, USA). Se utilizaron 2 ul de cDNA como molde para la amplificacion por
PCR mas 10 pmol de cada primer y 5 U/ul de la enzima Tag DNA polimerasa (New
England Biolabs Inc., Tozer Road Beverly. Massachusetts, USA). Cada ciclo de PCR
consistié de un paso de desnaturalizacion (5 min), un paso de alineamiento (1 min a
94°C, 1 min a 60°C y 1 min a 72°C) y un paso de extension (7 min a 72°C). El DNA fue
amplificado por 30 ciclos en el termociclador, iCycler thermocycler (Biorad Laboratories
Inc., USA). Los oligonulceotidos disefiados para amplificar las 600 pb del mensajero de
EhPRL son: 5-CGGATCCATGGTATTATTAATTGTCTATTATTGCTG-3’ (sentido) y 5'-
GAGAATGTGTAATATTGCGTAAGAATTCCTG-3' (antisentido). EI producto de

amplificacion se visualizo en geles de agarosa al 1% tefidos con bromuro de etidio.
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V.4 Clonacién de EhPRL

El producto de PCR correspondiente al mensajero EhPRL de E. histolytica fue
subclonado en el vector pBluescript SK(+) (Stratagene, North Torrey Pines Road La
Jolla CA, USA), en adelante nombrado como PBSK(+); tanto el producto de PCR como
el vector fueron tratados con las enzimas de restriccion BamHI (10 U) y EcoRI (10 U),
la mezcla de reaccion se incub6 a 37°C durante 2 h. Posteriormente, el vector se
desfosforildo con una unidad de fosfatasa alcalina CIP en amortiguador para restriccion
N°3 (100 mM de NaCl, 50 mM de Tris-HCI pH 7.9, 10 mM de MgCl,, 1 mM de DTT)
durante 1 h a 37°C. Después de esta incubacion, tanto el cDNA de EhPRL digerido
como el plasmido PBSK(+) digerido y desfosforilado se purificaron de geles de agarosa
utilizando el kit de extraccion de DNA en gel QIAEX Il, siguiendo el protocolo

proporcionado por el fabricante.

La reaccion de ligacion se realiz6 con el kit de ligacion rapida de DNA, utilizando 1 U de
T4 DNA ligasa (New England Biolabs Inc., Tozer Road Beverly. MA, USA). Se
calcularon las cantidades de inserto requerido para obtener una relacion molar de
inserto:vector de 1:1 y 3:1; ajustado a 100 ng de DNA plasmidico. La mezcla de
reaccion se llevé a un volumen final de 25 ul, ésta se incubd a temperatura ambiente
durante 1 h y posteriormente se transformaron bacterias E. coli DH5a. Los plasmidos
de las bacterias transformadas y crecidas en cajas de cultivo, se analizaron por
restriccion; se purifico el DNA plasmidico y se digirié para liberar el inserto de interés.
Aquellas clonas que tenian el inserto se procesaron para andlisis de secuenciacion.
Una vez confirmada la secuencia del mensajero EhPRL en PBSK, éste se subcloné
siguiendo el método descrito, en el vector pRSET-A (Invitrogen Life Technologies,
Grand Island, NY, USA. Cat. No. V351-20) para producir la proteinas de fusién con una
bandera de histidinas (His6::EhPRL) [56].
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V.5 Transformacién de bacterias E. coli DH5a.

A 100 pl de medio LB conteniendo bacterias DH5a competentes (vide infra), se
adicionaron 8 ul de la reaccion de ligacion 6 1 ul de DNA plasmidico, se
homogenizaron suavemente y se colocaron en hielo durante 20 min, a continuacion se
dio un choque térmico incubando las células a 37°C durante 5 min e inmediantamente
después en hielo por dos min. Posteriormente se adiciond 1 ul de medio Luria Bertani
(LB) sin antibiotico y la reaccion se incub6 durante 40 min a 37°C. Las células se
recuperaron por centrifugacion a 735 xg durante 3 min en microcentrifuga a
temperatura ambiente y las células transformadas se espatularon en cajas con medio

LB/Ampicilina (Amp) (50 ug/ml) las cuales se incubaron a 37°C durante 24 h.

V.6 Transformacion de bacterias E. coli BL21(DE3)pLysS

El plasmido His6::EhPRL se transformé en células E. coli BL21(DE3)pLysS para la
expresion de la proteina recombinante. El procedimiento para preparar célula
competentes fue el siguiente: del stock original de bacterias E. coli BL21(DE3)pLysS no
competentes se tomo una asada y se inocularon 5 ml de medio LB sin antibiotico, las
células se cultivaron a 37°C durante toda la noche en agitacion constante (200 r.p.m.).
Al dia siguiente, el cultivo primario se transfiri6 a 25 ml de medio LB fresco y se
monitored el crecimiento hasta alcanzar una densidad Optica g0 nm D.O. de 0.5. Se
colectaron las células por centrifugacion a 1300 xg por 10 min a 4°C. La pastilla
obtenida se resuspendié en 2.5 ml de 50 mM de cloruro de calcio (CacCl,) frio, se
incubaron en hielo por 30 min y se centrifugaron a 1310 xg durante 5 min a 4°C.
Nuevamente, las células se trataron con 1 ml de CacCl, frio, se distribuy6 en alicuotas
de 100 pl. A una de estas alicuotas se adicion6 el DNA transformante (10-100 ng) para
incubarse en hielo durante 30 min. Después de la incubacion se dio choque térmico a
42°C por 45 seg y en hielo durante 2 min. Se adicion6 1 ml de medio LB y el cultivo se
incubé a 37°C en agitacion por 45 min. Finalmente, con 100 pl del cultivo se

plaquearon cajas LB/Amp (50 pug/ml) y se incubaron a 37°C durante 24 h [56].
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V.7 Purificacion de DNA plasmidico

Las colonias transformantes que crecieron en la placa LB/Amp se inocularon en medio
LB/Amp (50 ug/ml) y se crecieron toda la noche a 37°C en agitacion constante. Al dia
siguiente las células se cosecharon por centrifugacion a 8,200 xg, durante 10 min a 4°C
para descartar el sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 1.5 ml de solucion GTE
(25 mM de Tris pH 8.0, 10 mM de EDTA, 50 mM de glucosa), utilizando vortex. A
continuacion a la pastilla se le adicion6 1 ug/ml de lisozima y se homogenizé e incubo a
temperatura ambiente por 15 min; posteriormente, la reaccion se colocd en hielo
durante 5 min, se adicionaron 3 ml de la solucion Il (NaOH 200 mM/SDS 1%)
preparada al momento, se mezcld por inversion y se incubd en hielo durante 15 min.
Después, se adicionaron 2.25 ml de acetato de potasio 3 M pH 4.8, se mezclé por
inversion y se incubo en hielo durante 15 min. Para descartar el desecho celular y el
DNA cromosomal, la solucion se centrifugd a 11,750 xg durante 30 min, el
sobrenadante se coloco en tubos corex de vidrio y se adicionaron 3 ml de isopropanol,
se incubd por 15 min a temperatura ambiente y se centrifugé a 11,750 xg durante 15
min a 4°C. La pastilla se resuspendié en 300 ul de agua estéril y se adicionaron 10
ug/ml de RNasa A y 100 ug/ml de RNasa T; finalmente, la mezcla se incub6 durante 1
ha 37°C [57].

V.8 Reaccién de secuenciacion

Para las reacciones de secuenciacion, el DNA plasmidico se purificé por columna
(QIAGEN-TIP 20) como se describe a continuacion. La columna se equilibré
adicionando 1 ml de amortiguador QBT (750 mM de NaCl, 50 mM de MOPS pH 7.0,
isopropanol al 15%, Triton X-100 al 0.15%), en el centro de la columna se colocaron
300 pl del DNA plasmidico purificado, la columna se lavé 4 veces con 1 ml del
amortiguador QC (1M de NaCl, 50 mM de MOPS pH 7.0, Isopropanol al 15%) y el DNA
se eluyd con 800 ul del amortiguador QF (1.25 M de NaCl, 50 mM de Tris-HCI pH 8.5,
Isopropanol al 15%). EI DNA se precipitd con 560 pul de isopropanol por centrifugacion a
8,160 xg durante 30 min a temperatura ambiente, la pastilla se lavo con etanol al 70%,

finalmente la pastilla se resuspendio en 80 ul de agua estéril.
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Una vez purificado el DNA plasmidico, en tubos estériles de 500 ul para
microcentrifuga, se coloc6 1 ug de DNA plasmidico, 8 ul de amortiguador MIX, 10 pmol
del oligonucledtido correspondiente (T3 o T7) y agua estéril para ajustar a un volumen
de reaccién de 20 ul. La reaccion de PCR para secuenciacion, se realiz6 en un
termociclador PCR Sprint (Thermolab System); primero a 96°C por 30 s, seguido de 30
ciclos de 96°C por 20 s, 56°C por 20 s 'y 60°C por 4 min. El producto de PCR se paso6
por una columna centri-sep (Princeton Separation Inc.) previamente hidratada por 2 h,
se centrifugd a 735 xg por 2 min a temperatura ambiente, la muestra se seco al vacio
en un sistema “speed vac” durante 20 min. Las lecturas de secuenciacion se realizaron
en el departamento de Genética y Biologia Molecular del CINVESTAV-IPN, con un
equipo Perkin EImer/Applied Biosystems 377-18EIn DNA sequencer.

V.9 Purificacion de la proteina His6::EhPRL por cromatografia de afinidad a
niquel (Ni-NTA)

Una colonia de bacterias E. coli BL21(DE3)pLysS con el plasmido de interés se inoculd
en 50 ml de medio LB/Amp (50 ug/ml) y se incubd a 37°C con agitacion a 3500 xg
durante toda la noche. Al dia siguiente se inocul6 el cultivo primario en 500 ml de medio
LB/Amp fresco y se crecid hasta alcanzar una D.O.gp nm de 0.5. La expresion de la
proteina se indujo adicionando 1 mM de IPTG e incubando durante 1.5 h a 30°C. Las
células se cosecharon por centrifugacion a 11,300 xg durante 10 min a 4°C. La pastilla
se resuspendid en 50 ml de amortiguador de lisis (50 mM de Tris-HCI pH 8.5, 10 mM
de B-ME, 1 mM de PMSF), se adicioné tritdn al 2%, 1 pug/ml de lisozima, 10 pug/ml de
RNasa y 5 pug/ml de DNasa; esta reaccion se incub6 en hielo durante 20 min.
Posteriormente se adicion6 NP40 (Roche Diagnostics Corporation, Hague Rd, IN USA)
al 2% y se incubd en hielo por 15 min mas, después la muestra fue sonicada 8 veces
con pulsos de 1 min y descansos de 2 min. Para separar el precipitado, el
homogenizado se centrifugé a 17, 400 xg durante 30 min a 4 °C. La fraccion soluble
recuperada se interacciond en una columna con resina Ni-NTA (niquel-nitrilo-triacido
acético) de Novagen (Cat No. 69670. Novagen-EMD Chemicals, Pacific Center Ct, San

Diego CA, USA) previamente equilibrada con 10 ml de amortiguador A con glicerol (20
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mM de Tris-HCI pH 8.5, 100 mM de KCI, 10 mM de 3-ME, glicerol al 10% v/v);
posteriormente, se pasaron 2 volumenes de amortiguador B (20 mM de Tris-HCI pH
8.5, 100 mM de KCI, 20 mM de Imidazol, 10 mM de B-ME, Triton X-100 al 1%).
Después la columna se lavé con dos volumenes de amortiguador A con glicerol y 20 ml
de amortiguador A sin glicerol. La proteina se eluyé con 10 ml de amortiguador C (20
mM de Tris-HCI pH 8.5, 100 mM de KCI, 10 mM de B-ME, 150 mM de Imidazol) [42]
Las proteinas se separaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 12%
conteniendo SDS al 0.1% en presencia de amortiguador de muestra (BM) y

posteriormente se visualizaron por tincion con azul de Coomassie [59].

V.10 Cuantificacion de proteinas

La concentracién de proteina se cuantific6 por el método de Bradford [60]. Para este
fin la curva de calibracién se realiz6 con albumina sérica bovina (BSA) preparada a
partir de una solucién stock de 1 mg/ml. En una placa de 96 pozos se prepararon pozos
independientes con 2, 4, 6, 8 y 10 ug del stock de BSAy 1, 5y 10 ul de la proteina a
cuantificar. Las muestras se llevaron a un volumen de 160 ul con PBS, se adicionaron
40 pl del reactivo Bradford 5X (0.01% de azul de coomassie G250, 4.7% de etanol,
8.5% de acido fosforico), se mezcld por pipeteo y las placas se leyeron en un lector de
ELISA (Labsystem Multiskan MS) a 595 nm. Se incluyé como blanco un pozo
conteniendo Unicamente PBS y reactivo de Bradford [60].

V.11 Inmunizacion de ratones

Para obtener anticuerpos policlonales anti-EhPRL, ratones BALB/c hembras de 4 a 8
semanas de edad se inmunizaron dos veces por via subcutaneas en la base de la cola
con 10 ug de la proteina His::EhPRL purificada, suspendida en Tris-HCI 50 mM pH
7.4, NaCl 150 mM, DTT 5 mM y 10% de glicerol, emulsificada con un volumen de
adyuvante TiterMax (Cat No. T-2686. Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). El intervalo

entre inmunizaciones fue de 8 dias. Cuatro semanas después de la dltima
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inmunizacion, los ratones se sangraron de la cola y el reconocimiento de los

anticuerpos se monitore6 por inmunotransferencia.

V.13 Determinacion de la actividad de fosfatasa

La actividad de proteina fosfatasa de las proteinas recombinantes se determind
midiendo la hidrolisis de p-nitrofenol fosfato, pNPP (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA.
Cat. No. 104-0) 6 3-O-metil fluoresceina fosfato, OMPF (Sigma-Aldrich St. Louis, MO,
USA. Cat. No. M2629), segun métodos publicados [58, 61], con algunas
modificaciones. Cuando el ensayo se realizé con pNPP, la mezcla de reaccion se hizo
en amortiguador de acetato (0.2 M de acetato de sodio, pH de 5a 8,2 mM de DTT, 100
mM de NaCl) en un volumen de 100 ul y el pNPP se adiciondé a diferentes
concentraciones (0.5-50 mM). La reaccion se inicio al agregar 0.5-1 ug de la proteina
recombinante correspondiente y se detuvo adicionando 20 ul de NaOH 2 M. Cuando el
ensayo fue realizado con OMFP, la mezcla de reaccion se hizo en amortiguador de Tris
(40 mM de Tris-HCI, 150 mM de NaCl y 4 mM de DTT) pH 6.0-7.5 o acetato de sodio
(100 mM de NaC,H30,) pH 4.5-6.0 para determinar el amortiguador y pH 6ptimos de
reaccion. El pH éptimo de determind incubando cada uno de los amortiguadores y 500
ng de la proteina His::EhPRL a 37°C por 10 min y después se adicionaron 600 uM de
OMFP por reaccion para iniciar la lectura. El cambio en la absorcion fue registrado
contra un blanco preparado de la misma forma, excepto que se adicioné agua en lugar
de la solucion con la proteina His::EhPRL. EI amortiguador que se utilizé en el resto de

los ensayos fue Tris-HCI 40 mM pH 6.0.

La cinética de hidrélisis de OMFP (600 uM por reaccion) se hizo con el amortiguador
Tris-HCI 40 mM pH 6.0 y 0-1200 ng de la proteina His::EhPRL. La concentracién de
proteina recombinante que se utilizé para el resto de los ensayos fue de 300 ng. La
titulacion del sustrato se realiz6 utilizando un rango de 50-600 uM de OMFP con las
condiciones de reaccién previamente descritas. EI cambio en la absorcion fue
registrado contra un blanco preparado de la misma forma, excepto que se adiciono
agua en lugar de la solucion con el componente a analizar (proteina o sustrato). Las

absorbancias de los productos fueron convertidos a concentracion utilizando el
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coeficiente de extincion molar para 3-metil fluorescein (OMF) de 41,900/M/cm [61],
aplicado a la ley de Lambert-Beer. Las velocidades iniciales de reaccién de la enzima
(calculadas de la porcién lineal del progreso de la curva) se graficaron contra la
correspondiente concentracion de producto y los parametros cinéticos Km y Vmax se
calcularon con el programa estadistico Graph Pad Prism 5, aplicando regresion no

lineal directamente a la ecuacion tipo Michaelis-Menten: v = Vmax*S/(Km+S).

Las lecturas del desarrollo de las reacciones se realizaron en placas de 96 pozos; para
la reaccion con pNPP se utilizaron placas transparentes (Corning Costar, No. 3513) y
para la reaccidon con OMFP se utilizaron placas de fondo oscuro (Corning costar, No.
3916). La liberacion del producto p-nitrofenol (pNP) se detecté en un lector de ELISA
(Multiescan) a 405 nm y el producto 3-O-metil fluoresceina fue detectado en un lector
TECAN i-control 1.5.14.0 a 450 nm, utilizando el software Magellan (Tecan Group Ltd)
en un modo cinético, realizando una cinética a 37°C de 60 ciclos con intervalos de
tiempo de 2 min. Cada ensayo se realiz6 por duplicado y cada resultado representa el

promedio de tres experimentos independientes.

V.14 Ensayos de inhibicidon de la actividad de fosfatasa de rEhPRL

Los ensayos de inhibicion de la actividad enzimatica se realizaron con los inhibidores:
o-vanadato de sodio (Na3VO,), fluoruro de sodio (NaF), peréxido de hidrogeno (H,0,) y
tartrato de sodio; todo los inhibidores se ensayaron en concentraciones de 1, 3y 5 mM.
La mezcla de reaccion con el amortiguador Tris-HCI 40 mM pH 6.0 y 300 ng de la
proteina His::EhPRL se preincubd con el inhibidor correspondiente durante 10 min a
37°C, posteriormente se adicion6 OMFP. El cambio en la absorcibn a 450 nm fue
registrado contra un blanco preparado de la misma forma, excepto que se adicioné
agua en lugar de la solucion con el inhibidor. Se consider6 como el 100% de la
actividad enzimatica al valor obtenido (U.A 450D.0) de la reaccion a la cual no se le

adicion la solucion con el inhibidor [54].

Posteriormente, se realiz6 una curva dosis-respuesta para NazVO, a concentraciones
de 0-1 mM con el fin de evaluar el efecto del inhibidor que en el ensayo anterior inhibi

completamente la actividad de la fosfatasa con la concentracion mas baja ensayada y
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para determinar la concentracion inhibitoria 50 (IC50). La IC50 se calculd por regresion
no lineal, representando graficamente el porcentaje de inhibicion de la actividad frente a
log10 de las concentraciones. Las lecturas se realizaron en un lector TECAN i-control
1.5.14.0 a 450 nm, utilizando el software Magellan (Tecan Group Ltd) en un modo
cinético, realizando una cinética a 37°C de 60 ciclos con intervalos de tiempo de 2 min.

Los datos se graficaron y se analizaron utilizando el software Graph Pad Prism 5.

V.15 Purificacion de colagenay fibronectina

Para los ensayos de interaccion con componentes de matriz extracelular se purificd
fibronectina (FN) y coldgena (COL) como se indica a continuacion. La FN se purificd de
plasma humano por cromatografia de afinidad a gelatina-sefarosa como ha sido
reportado [62]. Para este fin, se obtuvo ~ 30 ml de sangre entera de donadores
voluntarios, el volumen final sangre por voluntario hasta alcanzar ~100 ml, la sangre se
colecté en 5% de citrato de sodio y 10 mM/ml de fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF). La
pureza de la proteina se siguid6 por SDS-PAGE al 7.5%. La fibronectina purificada se
dializé en una solucion conteniendo 0.15 M de NaCl y 0.05 M de Tris—HCI pH 7.4, se
cuantifico a 280 nm utilizando un coeficiente de extincién de 1.28 ml/mg cm, y se
almacend a 4 °C [62]. La colagena tipo | se purificé de cola de rata; brevemente las
fibras se solubilizaron en 0.5 M de &cido acético a 4°C durante 24 h y el material
insoluble se removié por centrifugacion. La cuantificacion de la concentracion de la
fibronectina y de la colagena purificadas se determind por electroforesis en gel de

acrilamida-SDS, por comparacion contra una curva estandar de BSA.

V.16 Microscopia de fluorescencia

Trofozoitos de E. histolytica se incubaron a 37°C durante diferentes tiempos (15-120
min) sobre cubreobjetos no cubiertos o cubiertos con 100 ug de FN o 100 ng de COL.
Posteriormente se fijaron con 4% de p-formaldehido (Sigma-Aldrich. No. P6148) en
PBS por 1 h a 37°C. Cuando se indica, después del proceso de fijacion, las células se

trataron durante 10 min con una solucion para desenmascarar epitopos (0.1 M de Tris-
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HCI pH 9.5 y 5% de urea calentada a 95°C) [63]. Después, las preparaciones se
lavaron con PBS y se permeabilizaron o no, con Tritobn X-100 al 1% en PBS, durante 15
min a temperatura ambiente. Cuando se indica, las preparaciones también se
incubaron con Faloidina rodaminada (Invitrogene No. R415 300U), a una dilucién 1:50
en PBS, durante 30 min a temperatura ambiente. Todas las preparaciones se
bloquearon con 10% de suero fetal bovino (GIBCO) en PBS por 60 min a 37°C. Para el
marcaje de la proteina EhPRL, los trofozoitos se incubaron con el anticuerpo policlonal
anti-rEhPRL (dilucién 1:100 en PBS) durante 2 h a 37°C, posteriormente las células se
incubaron con un anticuerpo secundario, anti-raton [IgG (H+L)], acoplado a FITC
(Jackson No. 115-09145), a una dilucion 1:50 durante 1 h a 37°C. Finalmente, las
preparaciones se lavaron y se montaron sobre portaobjetos conteniendo VectaShield
con DAPI (Cat No. 1000. Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) y se

observaron en el microscopio confocal Carl Zeiss LSM 700.

V.17 Fraccionamiento de trofozoitos e inmunotransferencia

Para evaluar la expresion de la proteina EhPRL nativa en respuesta a FN o COL, se
recubrieron placas de 12 pozos (Corning Costar No. 3513) con 100 mg de FN o Col y
se interactué un total de (3 x 10° trofozoitos en fase log de crecimiento durante 0-120
min a 37°C, después del periodo de incubacion los pozos se lavaron con PBS y se
adicioné amortiguador de lisis (Tris-HCI pH 7.4, 1 mM de PMSF, 1 mM de TLCK, 1 mM
de IA), las células se lisaron por pipeteo constante y la placa se incub6 en hielo por 10
min para permitir el lisado completo; posteriormente la suspension se transfirié a tubos
eppendorf y se centrifugé a 12,100 xg por 10 min para eliminar el material insoluble. La
fraccidon soluble fue separada y las proteina cuantificadas. Para el fraccionamiento por
SDS-PAGE, 50 upg de proteina fueron preparadados adicionando amortiguador de
muestra (glicerol al 2%, SDS al 4%, 50 mM de Tris-HCI pH 7.4, 200 mM de B-
mercaptoetanol, azul de bromofenol al 0.2%) y calentando a 95°C por 5 min para

posteriormente cargar en geles SDS—-PAGE al 12%.
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Las proteinas resueltas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
de 0.45 um (Cat No. 162-0115. Bio Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA. Made in
GE) a 60 volts por 2 h [64]. Después de la transferencia, las membranas se blogquearon
con TBST-leche 5% (10 mM de Tris-HCI pH 8.0, 150 mM de NacCl, Tween 20 al 0.05%,
leche descremada al 5%) durante 1 h a temperatura ambiente; se aplicaron 3 lavados
con TBST y las membranas se incubaron con los anticuerpos de interés: anti-His6
monoclonal a una dilucién 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology, Delaware Ave., CA, USA.
Cat. No. SC8036) o anti-His6::EhPRL policlonal, a una dilucién 1:100, ambos en TBST;
esta incubacion se realiz6 toda la noche a 4°C; posteriormente la membrana se incubo
con el anticuerpo secundario (IgG de cabra anti IgG, IgA, IgM de ratén) conjugado a
fosfatasa alcalina (Pierce Protein Biology, Rockford, IL, USA. Cat. No. 31320) diluido
1:5,000 en TBST vy la sefial de los anticuerpos unidos se reveld con el kit de sustrato
BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolfosfato) / NBT (Cloruro de nitro-azul de tetrazolio)
(Invitrogen, Flynn Rd Camarillo. CA, USA. Cat. No. 00-2209).

V.18 Recuperacion de trofozoitos de lesiones hepéticas

Para inducir una infeccién experimental con E. histolytica, 1.5 x 10° trofozoitos se
resuspendieron en un volumen total de 100 ul de medio de cultivo TYI-S-33 y se
inocularon en el lébulo izquierdo del higado de hamsteres machos (Mesocricetus
auratus) de 60-80 g de peso. Los animales se sacrificaron a los siete dias post-
inoculacion y los higados con absceso se removieron bajo condiciones de esterilidad.
Las areas con lesion se cortaron en fragmentos y se transfirieron a medio de cultivo
TYI-S-33 para incubarse en condiciones anaerbbicas a 36°C. Los trofozoitos
recuperados se axenizaron durante siete dias y posteriormente se recuperaron para la

obtencion de extractos totales de proteinas o extraccion de RNA [65, 54].

V.19 Expresion diferencial del mRNA de EhPRL

Se llevaron a cabo ensayos de RT-PCR a partir de RNA total aislado de trofozoitos

cultivados axénicamente, cosechados en fase log de crecimiento interactuados o no
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con FN o COL o de trofozoitos recuperados (7 dias post-inoculacion) de absceso
hepatico amibiano interactuados o no con FN o COL. Los ensayos se realizaron en las
mismas condiciones de interaccion con COL o FN como en el fraccionamiento de
trofozoitos para obtencion de proteinas totales, excepto que en lugar de adicionar
amortiguador de lisis se adiciond trizol y se continu6 el procedimiento de purificacion
segun las indicaciones del proveedor, como previamente fue descrito. Los ensayos de
RT-PCR se realizaron en las mismas condiciones como en la clonacion del mRNA de
EhPRL, previamente descritas. Como gen control, se amplific6 el mensajero de
GAPDH de E. histolytica utilizando oligonucledtidos especificos (sentido: 5’-
TTCCAAAGGCTGAAGCTCAT-3' y antisentido 5-CATGAAACATCGGGGTTCC-3).
Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1% y las
imagens y el analisis densitrométrico se realizd con el sistema de documentacion de

gel Syngene ™ (SYngene, Synoptics Group)

V.20 Construccién de plasmidos y transfeccién E. histolytica

Para la sobreexpresion de EhPRL en trofozoitos de E. histolytica se disefiaron dos
construcciones en el vector pEhNEO/CAT, el cual contiene el gen de resistencia a
neomicina [66] y se nombraron como pNEO-N-HSV::EhPRL y pNEO-C-HSV::EhPRL
(Figura 14), la cuales comprenden el marco de lectura completo para EhPRL y una
etiqueta HSV de 13 aminoacidos derivada del virus herpes simple [67], la cual fue
clonada en la region amino terminal de EnPRL (pNEO-N-HSV::EhPRL) o en la region
carboxilo terminal de EhPRL (pNEO-C-HSV::EhPRL).
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: pNEQ-N-HSV::EhPRL |

I pNEO-C-HSV::EhPRL i

Figura 14. Esquema de las construcciones pNEO-C-HSV::EhPRL y pNEO-N-HSV::EhPRL
para la sobreexpresion de la proteina EhPRL en trofozoitos de E. histolytica. El marco de

lectura completo para EhPRL (1-600 pb. Recuadros azul y amarillo) se fusiond a una etiqueta
HSV (HSV-Tag) de 13 aminoacidos (MSQPELAPEDPER); la etiqueta se insertd en la regién
amino terminal de EhPRL (pNEO-N-HSV::EhPRL) o en la regién carboxilo terminal (pNEO-C-

HSV::EhPRL); ambas construcciones fueron flanqueadas por los sitios de corte de las enzimas

de restriccion Kpnl y BamHI. El recuadro amarillo (CNIA) representa la caja CAAX de EhPRL.

Para la construccion de los plasmidos pNEO-C-HSV::EhPRL y pNEO-N-HSV::EhPRL
se disefiaron oligonucleétidos especificos para amplificar la etiqueta HSV en la region
N o C terminal del mensajero de EhPRL, respectivamente. Los oligonucleétidos
correspondientes se muestran en la tabla 3. Para la amplificacion de pNEO-C-
HSV::EhPRL y pNEO-N-HSV::EhPRL se aisl6 RNA total de E. histolytica como ya ha
sido descrito y se utlizaron 1.5 ug para la obtencién del cDNA, siguiendo la
metodologia previamente descrita. Para la reaccién de PCR se utilizaron como molde 2
ul del cDNA, 10 pmol de cada oligonucleétido y 5 U/ul de la enzima Taq DNA
polimerasa (New England Biolabs Inc., Tozer Road Beverly. Massachusetts, USA).
Para definir las condiciones de amplificacion se realizdé una curva de temperatura a 60,
65y 70°C; ademas se realiz6 una curva de amplificacion a 60°C o0 65°C con 1, 1.50 2
mM de MgCl,. La temperatura seleccionada fue de 65°C con 1 mM de MgCl, Cada
ciclo de PCR consisti6 de un paso de desnaturalizacion (5 min), un paso de

alineamiento (1 min a 94°C, 1 min a 65°C y 1 min a 72°C) y un paso de extension (7
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min a 72°C). El DNA fue amplificado por 30 ciclos en el termociclador, iCycler
thermocycler (Biorad Laboratories Inc., USA) y el producto de amplificacion se visualizd
en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.

Tabla 3

Oligonucleotidos para la amplificacion de pNEO-C-HSV::EhPRL y
PNEO-N-HSV::EhPRL.

Construccion Oligonucleodtido sentido Oligonucledtido antisentido

(5’_3’) (5!_3!)

GGTACCATGAGCCAGCCAGAACT
CGGGATCCTTACGCAATATTACACAT

pPNEO-C- CGCTCCTGAAGACCCAGAGGACA
TCTCTTTTCTTGTGGAACATATGATTG
HSV:-EhPRL | TGGTATTATTAATGTCTATTATTGC AT
TGGCACTGAAAAACAATCTT
CGGGATCCCGTTAATCCTCTGGGTC
GGTACCATGGTATTATTAATGTCT
PNEO-N- TTCAGGAGCGAGTTCCTGGCTGGCT
h ATTATTGCTGGCACTG ACAA CGCAATATTACACATTCTCTTTTCTTG
HSVEERPRL | orrerrrranc

TGGAACATATGATTGAATAAATCG

Los amplicones de N-HSV:EhPRL y C-HSV:EhPRL se clonaron en el vector de
clonacion pCR4-TOPO (In vitrogen, No. de Catalogo K4575-J10) siguiendo las
instrucciones del proveedor y posteriormente se transformaron bacterias E. coli DH5a.
Las bacterias transformadas crecidas en las cajas de cultivo se analizaron por
restriccién, se purifico el DNA plasmidico y se digirié para liberar el inserto de interés.

Aquellas clonas que tenian el inserto se procesaron para analisis de secuenciacion.

Para la subclonacion de N-HSV::EhPRL y C-HSV::EhPRL en el vector pEhNEO/CAT,
los plasmidos TOPO-N-HSV::EhPRL y TOPO-C-HSV:EhPRL se digirieron con las
enzimas BamHI y Kpnl para liberar los insertos, con las mismas enzimas de restriccion

también se linearizé el plasmido pEhNEO/CAT. La subclonacién se realizé bajo las
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condiciones descritas previamente. El analisis para verificas las clonas positivas para
PNEO-N-HSV::EhPRL y pNEO-C-HSV:EhPRL se llevd a cabo por restriccion
enzimatica de las clonas positivas y el vector vacio, utilizando las enzimas BamHI y
Kpnl. Posteriormente, se purificod y cuantifico el DNA plasmidico de las clonas positivas

para llevar a cabo la transfeccion de trofozoitos de E. histolytica.

V.21 Transfeccion de trofozoitos de E. histolytica con el vector pNEO-CAT

Un total de 3.5x 10° trofozoitos crecidos en cajas de cultivo de 50 ml fueron cosecharon
en fase log de crecimiento y se lavaron 2 veces con PBS frio y 1 vez con amortiguador
citomix (KoHPO4/KH2PO4 10 mM pH 7.6, KCI 120 mM, CaCl; 0.15 mM, HEPES 25 mM,
EGTA 2 mM y KCI 5 mM). Posteriormente, las células se resuspendieron en 3 ml de
amortiguador citomix, adicionando al momento, 4 mM de adenosin trifosfato (ATP) y 10
mM de glutation. Bajo condiciones de esterilidad, se colocaron 800 pl de las células en
suspension en cubetas para electroporacion (electroporador Bio-Rad Gene Pulser), se
adicionaron 100 pg de DNA plasmidico correspondiente para pNEO-C-HSV::EhPRL,
PNEO-N-HSV::EhPRL o pEhNEO/CAT vacio y las cubetas se colocaron en un sistema

de electroporacién Gene Pulser Xcell™

, se aplicaron 2 pulsos eléctricos continuos de
3,000 V/cm a una capacitancia de 25 mF. Las células electroporadas se transfirieron a
medio TYI-S-33 completo y se incubaron por 24 h a 37°C; la seleccion de clonas
positivas se inici6 después de 48 h, utilizando el analogo de neomicina G418

(Invitrogen) a partir de 3 y hasta 50 ug/ml [68, 66].

Para establecer la concentracion letal del antibiético de seleccion para los trofozoitos
que no hubieran incorporado el plasmido de interés, 1x10* trofozoitos en fase log de
crecimiento se incubaron con concentraciones de 0, 1, 3, 5y 10 pg/ml de G418 durante
24 h a 37°C; posteriormente se cuantifico la viabilidad de los trofozoitos por conteo en
camara de neubauer. Una vez que las clonas transfectadas alcanzaron confluencia,
éstas se adaptaron a concentraciones crecientes del antibiético G418, ensayandose
hasta 60 pg/ml de G418 durante un periodo de incubacion de 76 h. Para ensayos
posteriores, la concentracion utilizada para inducir la expresion de la proteina exdégena

fue 50 ug/ml de G418 salvo que se indique otra cosa.
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V.22 Evaluacion de la sobreexpresion del mRNA y proteina de las construcciones
PNEO-C-HSV::EhPRL y pNEO-N-HSV::EhPRL

Para evaluar la sobreexpresion de las proteinas de interés, primero se realiz6 un
ensayo de RT-PCR a partir de RNA total de trofozoitos transfectados y crecidos
durante 48 h a 37°C en 20 ug/ml de G418. Las condiciones de amplificaciéon fueron
similares a las descritas previamente. Como control negativo, se ensayd con el RNA
procedente de trofozoitos transfectados con el vector vacio crecidos también durante
48 h a 37°C en 20 pug/ml de G418. Ademas, se amplificé el mensajero de GAPDH de E.
histolytica, el cual se utilizO como gen de control de expresion. Finalmente, el nivel de
expresion del mRNA se determiné a partir del andlisis densitométrico realizado con el
sistema de documentacion de gel Syngene ™ (SYngene, Synoptics Group) y se reportd

como el porcentaje (%) del nivel de expresién de EhPRL, con respecto al vector vacio.

Posteriormente, el nivel de expresion de pNEO-C-HSV::EhPRL y pNEO-N-HSV::EhPRL
también se evalué a nivel de proteina. Brevemente, trofozoitos de E. histolytica
crecidos durante 48 h a 37°C en 20 ug/ml de G418 se procesaron para la extraccién de
proteinas como se describi6 previamente (Fraccionamiento de trofozoitos e
inmunotransferencia). Un total de 50 ug de proteina se resolvieron por SDS-PAGE al
12% y un gel réplica se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa; la concentracién y
resolucién del perfil proteico se verific6 por tincibn con rojo de Ponceau. La
inmunodeteccion de las proteinas de interés se realiz6 con el anticuerpo primario
policlonal anti-HSV Tag (IgG de conejo, Genemay No. GMTA502P), el cual fue
incubado toda la noche (ON) a 4°C, a una dilucion 1:2500 en TBS-T y como anticuerpo
secundario el anticuerpo monoclonal anti-lgG de conejo acoplado a peroxidasa de
rabano a una dilucién 1:5000 (Sigma, St. Louis, MO.); las membranas se lavaron y se
revelaron por quimioluminiscencia. Como control de carg se evalud, en la misma
membrana previamente desnudada, la expresion de actina; para tal efecto, el
anticuerpo monoclonal anti-actina se incub6 a una dilucién 1:1000 en TBST durante 4 h
a temperatura ambiente y como segundo anticuerpo, se incubo el anti-IgG de raton
acoplado a peroxidasa (Zymed. San Francisco, CA. Cat. No. 62-6120) y las

membranas se revelaron por quimioluminiscencia.
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Consecutivamente, se evalué la localizacion celular de EhPRL exdgena por
inmunofluorescencia, las muestras se procesaron bajo las mismas condiciones
descritas previamente, excepto que como primer anticuerpo se utilizé el anticuerpo anti-
HSV Tag, el cual se diluyé 1:100 en PBS y se incub6 ON a 4°C, como segundo
anticuerpo se utilizé al anticuerpo anti-IgG de conejo acoplado a FITC (Zymed. Cat. No.
61-1611).

V.23 Ensayos de migracion celular

Para los ensayos de migracion se utilizaron camaras Transwell de 6.5 uM de didmetro
y membranas de policarbonato con un poro de 8 uM (Costar. Cat. No. 07-200-156).
Primeramente, trofozoitos de E. histolytica se crecieron durante 48 h con 30 ug/ml de
G418, posteriormente, el medio de cultivo se reemplazé con medio fresco sin SFA y
los tubos se incubaron nuevamente a 37°C durante 4 h; tras el periodo de incubacion,
se adicionaron 2.0 uM del marcador Cell Tracker Green (Life Technology, No. C2925) y
se incubaron nuevamente durante 45 min; las células marcadas se recuperaron por
centrifugacion, se aplicaron lavados con amortiguador TBS-CaCl, (50 mM de Tris-HCI
pH 7.2, 150 mM de NaCl, 1 mM de CacCl,) y las células se cuantificaron [69].

Las camaras transwell se prepararon de la siguiente manera: en la cAmara superior se
colocaron 1X10° trofozoitos por pozo, resuspendidos en 400 pl de TBS-CaCl,
suplementado con 100 ug/ml de BSA para el control de no migracién, se incluy6é un
control de no migracién para cada una de las 3 clonas de interés, o resuspendidos en
400 pl de medio de cultivo sin SFA; en la camara inferior se colocaron 600 pl de
solucion quimioatrayente, conteniendo SFA al 15% o 50 pg de FN. Las camaras se
incubaron a 37°C en CO, durante 4 h. Posteriormente, las amibas que migraron se
fijaron con p-formaldehido al 4% durante 30 min a 37°C y se midio la fluorescencia a
480-535 nm en el equipo Fluorscan Ascent (Thermolab System. Cat. No. 5210450).
Para establecer el niumero de amibas que migraron, se realizO una curva de
fluorescencia (U. A.) emitida por 100, 50, 15, 12.5 6 7.5 mil trofozoitos, como controles
negativos se incluyeron amibas no marcadas en TBS-CaCl, o medio de cultivo solo. La

determinacion del indice quimiotactico se realizé segun la siguiente formula: indice
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Quimiotéactio (Cl)= % de migracion quimiotactica / % de migracion al azar; mientras que
el % de migracion se determind bajo la siguiente formula: % de migracion= No. de
Células en camara inferior / No. total de células. Para obtener la significancia
estadistica se realizaron 3 ensayos independientes, por duplicado y los datos se

analizaron por una prueba [69].

Para evaluar in vivo el efecto derivado del incremento en la capacidad de migracion de
los trofozoitos, se analizé la capacidad de los trofozoitos transfectados de producir
absceso hepatico en el modelo de hamster comparandolo con trofozoitos no
transfectados o con trofozoitos transfectados con el vector vacio. La inoculacion se
llevé a cabo como ya se mencioné anteriormente y el grado de lesién producida se

evalu¢ siete dias post-infeccion.

V.24 Ensayos de cierre de herida (wound-healing)

Para evaluar alternativamente la actividad quimiotactica de las proteinas de interés se
realizaron ensayos de cierre de herida como se describe a continuacion. Brevemente,
trofozoitos de E. histolytica se crecieron durante 48 h con 30 pg/ml de G418,
posteriormente, el medio de cultivo se reemplaz6é con medio fresco sin SFB y los tubos
se incubaron nuevamente a 37°C durante 4 h; tras el periodo de incubacion, los
trofozoitos se recuperaron por centrifugacion, se resuspendieron en medio sin suero y
se colocaron ~5X10° trofozoitos por pozo en placas de cultivo de 6 pozos (Costar
Corning No. 3506), dicha cantidad permitié cubrir a confluencia cada pozo. La placa se
incubd durante 15 min a 37°C en 5% de CO,. Posteriormente, se retiré el medio de
cultivo y con una punta de 0.5-10 ul las células del centro de cada pozo se rasparon de
orilla a orilla a manera de “herida”, cuidadosamente se dio un lavado con PBS a 37° C
para remover las células raspadas y se coloc6 medio de cultivo completo. Las placas
se incubaron a 37°C en presencia de CO, durante 30, 60 y 120 min; concluido cada
tiempo se retirdé el medio de cultivo y se adicion6 p-formaldehido para fijar las células
durante 1 h a 37°C. Finalmente, se aplicaron lavados con PBS y las células fueron
tefiidas con Giemsa durante 15 min. El colorante excedente se retir6 y se aplicaron

lavados con PBS. Se tomaron fotografias representativas de al menos 3 puntos a lo
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largo de la herida, de los pozos observados bajo un microscopio invertido CarlZeis con
una camara Nikon (modelo ECLIPSE 80i). Para cuantificar el area (um) libre de células
(no migracién) o el ancho de la herida, se utilizé el software NIS-Elements BR-3-2, se
graficaron los micrometros correspondientes al ancho de la herida con respecto al
tiempo tanto para pNEO-C-HSV::EhPRL, pNEO-N-HSV::EhPRL y para el vector vacio.

V.25 Fraccionamiento celular de amibas que sobre-expresan a la proteina EhPRL

El fraccionamiento celular se realizé mediante lisis hipotdnica a partir de un cultivo de
trofozoitos incubados con 40 ug de G418, los cuales se recuperaron en fase log de
crecimiento. Brevemente, ~3X 10’ trofozoitos fueron recuperados por centrifugacion, se
lavaron con PBS frio estéril 2 veces; la pastilla se resuspendié en 10 ml de
amortiguador 1 conteniendo 100 mM de HEPES pH 7.5, 50 mM KCI, 10 mM MnCI2, 10
mM MgCI2, 10% glicerol) y se adicion6 en el momento minicomplete 2x (Roche Life
Science. Cat. No. 4693124001). La pastilla se dej6 reposar por 10 min. Posteriormente,
la suspension celular se sonicé a maxima amplitud (100 A) a 4°C, en 6 ocasiones o0
hasta que ya no se observaron células integras bajo el microscopio. La suspension se
centrifugd a 185 xg para empastillar el desecho celular; el sobrenadante se recupero y
se centrifug6 a 100,000 xg por 45 min a 4°C. La pastilla obtenida se lavo con 10 ml de
amortiguador 3 (50 mM de imidazol pH 7.0, 50 mM NaCl, 2 mM &acido 6-aminoexanoico,
2% de glicerol) con el coctel de inhibidores de preoteasas. La pastilla se centrifugd
nuevamente a 100,000 xg por 45 min a 4°C y se resuspendié en 2 ml de amortiguador
3 con inhibidores de proteasas para posteriormente homogenizar mecanicamente. Se
prepararon alicuotas y se almacenaron a -70°C. Posteriormente, se realiz6 SDS-PAGE
e inmunodeteccién utilizando como anticuerpo primario al anticuerpo monoclonal anti-
HSV para observar a la etiqueta HSV tanto en fraccion citoplasméatica como fraccion
membranal de cada clona pNEO.
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V.26 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante analisis de varianza ANOVA en 2
vias y cuando se indica se aplicd también una prueba Bonferroni. El andlisis de dos
variables se hizo por la prueba de T (t-Student’s test). Todos los datos se analizaron
con el programa estadistico Graph Pad Prism versién 5.1 (Graph Pad software, San

Diego, CA). Las diferencias con P < 0.05 fueron consideradas significativas.
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VI. RESULTADOS

VI.1 La proteina EhPRL presenta alta homologia con la familia PRL.

Por analisis in silico, nuestro grupo de trabajo encontré que el genoma de E. histolytica
contiene un solo gen que codifica para una proteina tipo PRL (EhPRL) de 199
aminoacidos con un peso molecular de 22 kDa y punto isoeléctrico de 8.4. En la figura
15A se muestra un alineamiento mediante ClustalW2 de EhPRL con proteinas PRL de
otros organismos y con las proteinas EhPTPA y EhPTPB. Este analisis revelé que
EhPRL contiene motivos caracteristicos de la familia de PTPasas, como aquellos
involucrados en la actividad catalitica: el asa-P (Figura 15A, rectangulo rojo) y el asa
WPD (Figura 15A, rectangulo verde); dichos motivos tienen las secuencias consenso
XPFDD y HCXsR, respectivamente. Se reconocieron aminoacidos diferenciales entre
las secuencias PTPasas clasicas y PRLs inmediatos al asa-P (Figura 15A, en
amarillo). El residuo Ser/Thr de PTPasas clasicas cambia en las PRLs por una alanina
(Ala). Ademas, un residuo de cisteina en la posicion 82 de EhPRL aline6 con la cisteina
de PRLs de mamiferos involucrada en la regulacién redox [38] (Figura 15A, recuadro
naranja); este residuo no alineo en la secuencias de EnPTPA o EhPTPB indicando que
no es el mismo mecanismo de regulacion para PRLs y PTPasas clasicas. El dominio
CAAX caracteristico de la familia de PRLs se identifico en EhPRL, pero no en las
PTPasas clasicas (Figura 15A, recuadro azul). En la figura 15A ademas se muestran
sombreados los aminoacidos conservados que establecen el porcentaje de similitud
entre las proteinas alineadas, lo cual se resume en la figura 15B. EhPRL mostro 31-
32% de similitud con las PRLs de humano; el porcentaje de similitud entre EhPRL y las
PRLs de protozoarios como Dictyostelium discoideum, Leishmania major,
Trypanosoma cruzi va del 26 a 41% (Figura 15B). Aun y cuando todas las proteinas
pertenecen a la familia de fosfatasas, EnPTPA y EhPTPB comparten solo 3-17% de
similitud con diferentes miembros de la familia PRL. EhPRL solo mostréo 9 y 11% de
similitud con EhPTPA y EhPTPB, respectivamente (Figura 15B) quedando restringida

dicha similitud a los dominios involucrados en la catdlisis enzimética.
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Figura 15. La proteina EhPRL presenta alta homologia con la familia PRL. A. La
secuencia de PRL de E. histolytica (EhPRL: AlY30229) se comparo con los ortélogos indicados
por un analisis de alineamiento multiple ClustalW2 utilizando el programa accesible en el sitio

del Instituto Europeo de Bioinformética (EMBL-EBI, http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/).

El recuadro naranja muestra la cisteina hipotética involucrada en la regulacion redox; en el
recuadro verde se muestra el asa WPD con el residuo de acido aspartico conservado; en el
recuadro rojo se muestra el asa P con el dominio consenso de PTPasas HCXsR, el cual
comprende los residuos cataliticos y en el recuadro azul se sefiala la caja CAAX especifica
para la familia de fosfatasas PRL. Los residuos idénticos entre todas las especies alineasas se
muestran sombreados en negro y los residuos idénticos solo entre la familia de PRL se
muestran sombreados en gris. B. Porcentaje de homologia entre las secuencias del panel A,
las cuales corresponden a los ortdlogos de humano HsPRL-1 (AAB40597.1); HsPRL-2
(CAI21726.1); HsPRL-3 (NP_116000.1); PRL1 de Trypanosoma cruzi (TcPRL1, AAS19277.1);
PRL de Plasmodium falciparum (PfPRL, XP_001347810.1); PRL de Leishmania mexicana
(LmPRL, XP_001682101.1); PRL de Dictyostelium discoideum (DdPRL, XP_629773.1) y las
PTPasas clasicas of E. histolytica PTPA (XP_655870.1) and PTPB (AAZ15802.1). La

alineacién se cort6 manualmente para mostrar las regiones mas relevantes.
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VI.2 Clonacion de EhPRL.

Para clonar la secuencia de la proteina EhPRL en un vector de expresion, el mRNA
del gen ehprl se amplificé por RT-PCR, utilizando oligonucleotidos especificos, esto con
el fin de eliminar el intron predicho en la posicion 438-497. El producto de PCR
correspondio con el tamafio molecular esperado (600 pb) (Figura 16A). El amplicon se
cloné en el vector pBSK para su secuenciacion y andlisis bioinformatico (Figura 16B).
El vector pBSK se digiri6 con las enzimas BamHI y EcoRlI, el vector linearizado tiene un
tamafo de 2958 pb (Figura 16B, carril 3). Posterior a la clonacion, con el fin de
identificar las clonas positivas, se purific6 DNA plasmidico de las colonias crecidas en
las placas de cultivo LB/amp. Para liberar el inserto correspondiente, el DNA plasmidico
se digiri6 con las enzimas BamHI y EcoRI. En la figura 16B, carril 2 se muestra el
DNA plasmidico digerido de una clona positiva en donde el inserto liberado y el vector
linearizado corresponden con los tamafios esperados. En la figura 16B, carril 1 se
muestra una clona negativa en donde solo se observa el fragmento de DNA

correspondiente al vector linearizado.

Para corroborar la secuencia de nucleoétidos del producto clonado se realiz6 la
secuenciacion correspondiente y el andlisis bioinformético de la misma. La secuencia
obtenida se deposité en el banco de genes (GeneBank) con el nUmero de acceso
KM456050. En la figura 16C se muestra el alineamiento entre la secuencia de
aminoécidos de EhPRL deducida de la secuenciaciéon de nucle6tidos de nuestro
producto de PCR clonado (ID: AIY30229) y la secuencia reportada en el banco de
datos de genes (No. de acceso XP_657240). El alineamiento mostré que la traduccion
de la secuencia de nucleétidos de nuestro producto de PCR presentaba el cambio de
un aminoéacido en la posicion 71, siendo glutamato para nuestro producto en lugar de la
lisina de la proteina reportada (XM_652148) (figura 16C, cambio remarcado en rojo).

Dicho cambio no se localizé en ningun motivo catalitico.
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Figura 16. Clonacion y secuenciacion de EhPRL. A. Se muestra el amplicon
correspondiente para EhPRL (600 pb) amplificado a partir de mRNA total de E. histolytica. B.
Clonacion del amplicén correspondiente para EhPRL, en el vector pBSK. Se muestra el DNA
plasmidico purificado de colonias que crecieron en placas de cultivo LB/amp. EI DNA
plasmidico se tratdé con las enzimas BamHI y EcoRI para liberar el inserto o no, del fragmento
correspondiente al mensajero de EhPRL. El carril C1 corresponde al DNA plasmidico de una
clona negativa; sélo se observa el fragmento en pb correspondiente al vector pBSK linearizado
(2958 pb). El carril C2 corresponde al DNA plasmidico de una clona positiva en donde se liberd
un fragmento de 600 pb, correspondiente para EhPRL y la linearizacién del vector pBSK. El
carril C3 corresponde al vector pBKS purificado, vacio y linearizado, el cual se utilizé para
comparar los tamafios de los fragmentos superiores. C. Alineamiento mediante BLAST entre la
secuencia de amino&cidos de EhPRL deducida de la secuenciacion de nucleétidos de nuestro
producto de PCR clonado y la secuencia reportada para la proteina en el banco de datos de
genes, No. de acceso XP_657240. En el recuadro azul se muestra la secuencia consenso del
sitio catalitico (CX5R) y en rojo se muestra el residuo de aminoacido que difiere entre ambas

secuencias. M corresponde al marcador de pares de bases.
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Posteriormente, el gen Ehprl se subcloné en el vector de expresion pRSET-A. La
presencia de la secuencia de EhPRL en el vector de expresion se confirmd por mapeo
de restriccién con la enzima Sspl (Figura 17). El vector vacio pRSET-A (de 2987 pb),
presenta dos sitios de corte para Sspl en las posiciones 894 y 1024 (Figura 17A); tras
la digestion se originan dos fragmentos, uno de 130 pb y uno de 2770 pb,
respectivamente (Figura 17C, carril C1). La secuencia del pldsmido obtenido pRSET-
A-ehprl (de 3469 pb) presenta tres sitios de corte para Sspl en las posiciones 798, 1466
y 1596 (Figura 17B), por lo que la digestion completa resulta en fragmentos de 2671,
662, y 136 pb, respectivamente (Figura 17C, carril C2).
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Figura 17. Mapeo de restriccion de pRSET-A-EhPRL con la enzima de resctriccién Sspl.
A. Esquema del patron de restriccion del vector pRSET-A. En los recuadros rojos, en las
posiciones 1024 y 894, se indican los dos sitios de corte con la enzima Sspl, respectivamente.
B. Esquema del patron de restriccion del vector pRSET-A y la secuencia ehprl, que resulta en
una construccion de 3469 pb. En los recuadros rojos, en las posiciones 798, 1460 y 1596,
respectivamente, se indican los dos sitios de corte con la enzima Sspl. C. Gel de agarosa al 1%
con el producto de la digestion enzimatica del vector vacio (C1) y de pRSET-A-ehprl (C2). Tras
la digestion enzimética de pRSET-A-ehprl se obtienen tres fragmentos con los tamafios en pb
sefialados. M corresponde al marcador de pares de bases. Para A y B, los esquemas del
patrén de restriccion fueron obtenidos con la herramienta NEBcutter V2.0 de New England

Biolabs, Inc.

-64 -



VI.3 Purificacion de la proteina recombinante rEhPRL.

Una vez confirmada la correcta clonacion en el vector de expresion pRSET-A del marco
de lectura de 199 aminoacidos para una proteina tipo PRL de E. histolytica, se realizo
la induccion de la proteina recombinante His6::EhPRL, citada en adelante como
rEhPRL. Durante la etapa de induccion, cuando el cultivo bacteriano se incub6 a 37°C,
se favorecio la formacion de cuerpos de inclusion; con el fin de evitar el uso de agentes
caotropicos para la solubilizacion de la proteina y su purificacion, se analizaron
variaciones en las concentraciones de IPTG, tiempo y temperatura de induccion de la
proteina rEhPRL. Finalmente, la induccién fue estandarizada con 1 mM de IPTG,
durante 1.5 h a 32°C. En la figura 18A se muestra la resolucién por SDS-PAGE al 12%
de un extracto total de bacterias sin induccion (linea 2) y bacterias inducidas con IPTG
(linea 3); en ambos casos el cultivo se realizd en las mismas condiciones
estandarizadas como se indicdé anteriormente. Las condiciones establecidas para el
cultivo bacteriano favorecieron la induccion de la proteina ya que en la fraccion del
lisado celular de bacterias inducidas se observé una banda principal de ~28 kDa
(Figura 18A, linea 3).

A continuacion se realizo la purificacion de la proteina rEhPRL; en la figura 19A, linea
4, se muestra la purificaciéon, en donde la proteina eluida corresponde con el peso
molecular de 22 kDa predicho para EhPRL méas 6 kDa de la etiqueta de polihistidinas.
La identidad de la proteina rEhPRL se confirmd por Western blot con el anticuerpo
monoclonal anti-His6 (Figura 18B, lineas 2 a 4).

Posteriormente, la proteina rEhPRL se utilizé para inmunizar ratones Balb/c y obtener
anticuerpos policlonales; dichos anticuerpos anti-rEhPRL reconocieron tanto la proteina
recombinante (Figura 18C, lineas 3 y 4) como la nativa (Figura 18C, linea 5). En
algunos ensayos, el antisuero también reconocié proteinas de alto peso molecular
(Figura 18C, linea 4), sugiriendo que rEhPRL podria formar dimero en condiciones
particulares, ya que en extracto total de proteina no se observé dicho patron, solo se
observamos monémeros del peso molecular esperado. El suero preinmune de ratones

no reconocio a la proteina rEhPRL ni a la nativa (Figura 18D, lineas 3 a 5).
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Figura 18. Purificacién e inmunodeteccion de rEhPRL. A. SDS-PAGE al 12% tefiido con
azul de Coomasie; marcador de peso molecular (1), extracto total de bacterias sin inducir (2),
extracto total de bacterias inducidas con IPTG (3), proteina rEhPRL purificada por afinidad con
un peso molecular de ~28 kDa (4), extracto total de E. histolytica (5). B, C y D. Ensayos de
Western blot de extracto total de bacterias sin inducir (2), extracto total de bacterias inducidas
con IPTG (3), proteina rEhPRL purificada por afinidad con un peso molecular de ~28 kDa (4),
extracto total de E. histolytica (5) reaccionados con el anticuerpo anti-His6 (B), suero anti-
rEhPRL (C) y suero preinmune (D). Los marcadores de peso molecular se muestran en las

lineas 1.
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VI.4 Caracterizacion de la actividad de fosfatasa de rEnPRL con 3-o-fluorescein
fosfato (OMFP) como sustrato.

Para el andlisis de la actividad enzimatica de una fosfatasa, existen comercialmente
diversos sustratos fosforilados tales como p-nitrofenol fosfato (pNPP), 3-o-fluoresceina
fosfato, 6,8-difluoro-4-metilumbeliferil fosfato (DiFMUP) vy 2-cloro-nitrofenil fosfato
(CNPP), entre otros. Inicialmente, se evalu6 la actividad de fosfatasa de la proteina
rEnPRL utilizando como sustrato a pNPP; sin embargo no se obtuvieron valores
reproducibles para la determinacion de los parametros cinéticos correspondientes lo
que indicO que, en las condiciones ensayadas, el pNPP no era un sustrato para
rEhPRL. Se decidié entonces utilizar como sustrato alternativo el OMFP, el cual resultd
adecuado para evaluar la actividad enzimética de rEhPRL, confirmando que en las

condiciones ensayadas OMFP es un sustrato para rEhPRL (Figura 19).

El pH juega un papel importante en la actividad enzimatica. En el presente ensayo, se
evaluo la actividad enzimatica de rEhPRL en dos amortiguadores distintos (Tris-HCl y
NaC,H30,) a diferentes pHs, tal como se indica en material y métodos. El amortiguador
de Tris-HCI a pH 6.0 fue el que proporciond el ambiente 6ptimo en el cual la actividad
de la enzima fue maxima (Figura 19A) ya que cuando la actividad se midié a un pH
mayor a 6.0 ésta resulté fuertemente abatida, se observd una disminucion del 78% en
la actividad a pH 6.5, sugiriendo que in vivo EhPRL puede existir en un ambiente &cido
y fuerzas iénicas especificas. Cuando la reaccion se hiz6 con NaC,H3O; en el rango de
pH de 4.5 a 6.0, la actividad enzimatica alcanz6 como maximo 0.035 U.A, mientras que
con Tris-HCI se obtuvé hasta 0.050 U.A. (Figura 19A).

Otro factor clave que afecta la velocidad de una reaccion es la concentracion de
enzima (E). Una vez que se establecio el amortiguador y pH Optimos para la actividad,
se incubaron diferentes cantidades de rEhPRL con OMFP por 2 h, la titulacion de la
enzima se muestra en la figura 19B. La proteina rEhPRL produce un incremento en la
absorbancia dependiente de dosis y tiempo, relativo al control sin enzima. Los valores
obtenidos al tiempo final de 2 h para cada concentracién se muestran en la figura 19C.
Con 300 ng de enzima el incremento en la absorbancia fue lineal durante el tiempo de

incubacion, por lo que se seleccioné dicha concentracion para los ensayos posteriores.

- 68 -



Actividad enzimatica (U.A. 450 D.O.)

Actividad enzimatica (U.A. 450 D.O.)

Actividad enzimatica (U.A. 450 D.O.)

0.050+

0.040+

0.030+

0.020+

0.010+

0.000- <

-~ Tris-HCI
NaC,H;0,

0.060-

0.050+

0.0404

0.030+

0.020+

0.0104

0.000

45 50 55 60 65 7.0 7.5
pH

1200 ng

300 ng
150 ng
75ng
375ng
Ong

EXARREN.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Tiempo (min)

200 400 600 800 1000 1200 1400
rEhPRL (ng/pozo)

- 69 -



Figura 19. Efecto del pH y la concentracion en la actividad de la enzima rEhPRL sobre 3-
o-metilfluoresceina fosfato (OMFP). A. Influencia del pH sobre la actividad de fosfatasa con
los amortiguadores de acetato de sodio (= pH 4.5-6) o Tris-HCI (e pH 6-7.5). La maxima
actividad de fosfatasa de rEhPRL se alcanz6 con Tris-HCl a pH 6.0. B. Hidrélisis de OMFP
dependiente de concentracion de enzima (0-1200 ng). La concentracion de 300 ng (%) de
enzima fue la seleccionada para la titulacion de OMFP. C. Gréfica del punto final de reaccion
(120 min) para cada concentracion de enzima utilizada en el ensayo de B. Todos los ensayos
se realizaron en placas de 96 pozos a 37°C, se midi6 la absorbancia a 450 nm con lecturas
constantes durante 120 min utilizando el equipo TECAN Yy el software Magellan. Las barras en

las gréficas indican el promedio + SD de tres ensayos independientes por duplicado
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Posteriormente, se determinoé la velocidad de reaccion a diferentes concentraciones de
sustrato (Figura 20). La hidrolisis catalizada por rEhPRL con concentraciones
crecientes de OMFP se muestra en la figura 20A. Los valores de velocidad inicial (Vo)
y la concentracion de sustrato [S] se utilizaron para el calculo de los parametros
cinéticos, Vmax, Km y Kcat (Figura 20B). La proteina rEhPRL mostré un
comportamiento tipo Michaelis-Menten durante la hidrdlisis de OMFP, con una Km de
36.57 + 10 uM y una Vmax de 6.94 x 1% (Figura 20B). El aumento saturable en la
absorbancia, la Km para OMFP a ~40 uM, y la Vmax son consistentes con los valores
publicados para PRLs de humano [61]. Se seleccioné una concentracion de 40 uM de
OMFP para el desarrollo de ensayos posteriores. La constante catalitica se obtuvo
dividiendo Vmax por el total de la concentracién de enzima, resultando en una Kcat =

5.09 x 1 min™,

Para identificar el tipo de fosfatasa de rEhPRL evaluamos el efecto de inhibidores sobre
su actividad. Como inhibidor de tirosina fosfatasas se ensay6 el o-vanadato de sodio;
como inhibidor de Ser/Thr fosfatasas se utilizé fluoruro de sodio (NaF), como inhibidor
de fosfatasas &cidas se utilizé tartrato de sodio y el H,O; se utiliz6 como inhibidor de
fosfatasas dependientes de cisteina. Todos los inhibidores se utilizaron en
concentraciones de 1, 5y 10 mM. La actividad enzimética se inhibié por completo con
o-vanadato de sodio desde la concentracion de 1 mM. El porcentaje de actividad
enzimatica obtenido para NaF, H,O; y sin inhibidor muestra que dichos inhibidores no
tienen efecto sobre la actividad enzimética de rEhPRL a concentraciones de 1 mM,
mientras que a 3 y 5 mM muestran una inhibicion parcial; estos resultados sugieren que
rEhPRL tiene actividad de proteina tirosina fosfatasa y no de serina treonina fosfatasa
(Figura 21). En la figura 21 se muestra la actividad enzimética de rEhPRL en
porcentaje (%) la cual corresponde a la actividad maxima de muestras sin inhibidor.

Con el objetivo de corroborar el efecto inhibitorio observado con o-vanadato de sodio,
se realiz6 una curva de actividad con las mismas condiciones previas, excepto que las
concentraciones del inhibidor fueron menores a 1 mM. Como se observa en la figura
21, el efecto inhibitorio de o-vanadato de sodio sobre rEhPRL es dependiente de dosis;

como resultado de este ensayo se obtuvo un valor de IC50 de 0.169 mM.
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Figura 20. Efecto de la concentracion del sustrato OMFP en la actividad de rEhPLR. A.
Titulacibn de OMFP a diferentes concentraciones. Se utilizaron 300 ng de rEhPRL por pozo y
se incubaron con la concentracion indicada de OMFP durante 120 min. B. La proteina rEhPRL
produce un incremento saturable en la intensidad de absorbancia con una Km para OMFP de ~

36 uM yunaV of 6.9e-016 uM/min. Todos los ensayos se realizaron en placas de 96 pozos
max

a 37°C, se midio la absorbancia a 450 nm con lecturas constantes durante 120 min utilizando el
equipo TECAN y el software Magellan. Se muestran los resultados de tres ensayos

independientes a partir de lotes diferentes de la proteina purificada.
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Figura 21. Inhibicion de la actividad enzimética de rEhPRL. A. Efecto en la actividad de
rEhPRL de 1, 3 o0 5 mM del inhibidor de fosfatasas (NasVO,), de serina treonina fosfatasas
(NaF), de fosfatasas &cidas (tartrato) y fosfatasas dependientes de cisteina (H,O,). Las barras
indican el promedio + SEM de tres experimentos independientes por duplicado y el analisis
estadistico se realizé con el programa Graph Pad Prism version 5.1, comparando para cada
condicién, la actividad enzimatica con inhibidor vs sin inhibidor. (*) P<0.05, (**) P<0.01, (***)
P<0.001. B. Curva dosis-respuesta que muestra el efecto de NazVO,, este ensayo se realizé
adicionando de 0-1 mM del inhibidore. Los ensayos se realizaron en placas de 96 pozos, se

determind la absorbancia a 450 nm a 37°C en el equipo TECAN.
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VI.5 La proteina EhPRL se localiza tanto en la membrana plasmatica como en el
citoplasma.

La localizacién celular de EhPRL fue evaluada por inmunofluorescencia indirecta en
trofozoitos permeabilizados (Figura 22, paneles A, C, E y G) y no permeabilizados
(Figura 22, paneles B, D, F y H). En trofozoitos permeabilizados, se observé que
EhPRL se localiza consistentemente en el citoplasma (Figura 22E), en donde es
posible observar la fluorescencia en forma de puntos distribuidos homogéneamente. La
proteina EhPRL también se localizé en la membrana plasmaética de los trofozoitos. En
la figura 22F se muestran trofozoitos no permeabilizados en donde la fluorescencia fue
observada en forma de parches en toda la periferia (flecha amarilla). Debido a que
EhPRL se localiza en la membrana plasmatica, existe la posibilidad de que los lipidos
de membrana enmascaren epitopes de EhPRL necesarios para el reconocimiento del
anticuerpo anti-rEhPRL. Por este motivo se implementé un procedimiento, a base de
urea, para desenmascar epitopes. En la figura 22G y H se muestran imagenes
representativas de preparaciones de trofozoitos permeabilizados (Figura 22G) y no
permeabilizados (Figura 22H), las cuales fueron sometidas al proceso de
desenmascaramiento encontrandose que, tanto en los trofozoitos permeabilizados
como en los no permeabilizados, la intensidad de la fluorescencia incremento
considerablemente, en comparacion con los trofozitos no tratados con urea (Figura
22E y F); el perfil de reconocimiento hacia EhPRL fue el mismo que en aquellas células
no tratadas con urea. En la figura 22C y D se muestra el reconocimiento del suero

preinmune.
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Figura 22. EhPRL se localiza en membrana plasmética y en citoplasma. Trofozoitos
axénicos adheridos a vidrio fueron analizados por IFI utilizando como anticuerpo primario al
anti-rEhPRL. Se permeabilizaron trofozoitos con 1% de tritbn X-100 (paneles A, C,Ey G) y
trofozoitos no permeabilizados se muestran en los paneles B, D, F y H. El anticuerpo reconoce
a la proteina nativa en puntos distribuidos homogéneamente en el citoplasma (E) y en la
periferia de la célula (F). Para desenmascarar epitopes de EhPRL, los trofozoitos adheridos
fueron tratados con 5% de urea (G, H). Las preparaciones de trofozoitos reaccionadas con el
suero preinmune se muestran en C y D; los mismos controles en contraste de fases, se
muestran en A y B. Los nucleos fueron contratefiidos con DAPI y todas las imagenes se
tomaron en el microscopio confocal Carl Zeiss LSM 700. Todas las fotografias se capturaron

con el objetivo 40X bajo las mismas condiciones de ganancia digital con zoom de 0.5.
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VI.6 Regulacion de la expresion del mRNA de EnPRL en trofozoitos adheridos a
componentes de matriz extracelular

En el proceso invasivo de E. histolytica, es reconocida la participacion de la motilidad
amebiana durante la interaccion con el sustrato, tal como componentes de matriz
extracelular, MEC. Por RT-PCR punto final se evalué la modulacion del mRNA de
EhPRL de trofozoitos interactuados con fibronectina (FN) o colagena (COL) (Figuras
23 y 24 respectivamente). En trofozoitos axénicos de E. histolytica, existen niveles
basales del mensajero de EhPRL (Figuras 23A y 24A) ya que los niveles del
mensajero no variaron significativamente durante el periodo estudiado (0 a 90 min), con
relacion al gen constitutivo EnGAPDH, cuando los trofozoitos se incubaron en placas
no recubiertas. En trofozoitos axénicos de E. histolytica incubados con FN no se

observo variacion significativa (Figura 23B).

Debido a que no siempre existe una relacion directa entre el nivel de mRNA vy el nivel
de proteina, se realizaron ensayos de WB para evaluar a la proteina EhPRL en
respuesta a FN o COL. Bajo las condiciones ensayadas no fue posible determinar el
comportamiento de la proteina EhPRL post-interaccion ya que el anticuerpo anti-
rEhPRL no reconocié a la proteina en los trofozoitos después del primer tiempo de
inteccion con FN, sugiriendo que tras la interaccibn con componentes del huésped la
proteina EnPRL podria sufrir cambios conformacionales que enmascaren epitopes para
el reconocimiento. Por lo que para evaluar la modulacion de la proteina por la

interaccién con FN se realizaron ensayos de inmunofluorescencia (Figura 23C y D).

Por inmunofluorescencia indirecta, se observd que en aquellos trofozoitos no
permeabilizados, interactuados con FN (Figura 23C) la intensidad de fluorescencia en
la membrana plasmatica no cambi6 durante los tiempos de incubacién. No obstante, en
trofozoitos permeabilizados (Figura 23D) si se observé un incremento en la intensidad
de fluorescencia a partir de los 15 min y hasta los 120 min, tiempo en el cual la
fluorescencia fue intensa y homogénea en todo el citoplasma (Figura 23D). Estos
datos sugieren que la interaccion de E. histolytica con FN resulta en una modulacion
intracelular de la proteina EhPRL y que EhPRL esta presente de forma constitutiva en

la membrana plasmatica.
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Figura 23. Modulacién del mRNA y proteina EhPRL en trofozoitos interactuados con FN.
A. RT-PCR a partir de RNA total de trofozoitos de cultivo e interaccionados durante 0 a 90 min,
en placas no recubiertas. El panel superior corresponde a un gel de agarosa al 1% tefiido con
BrEt en donde se muestra el amplicon para EhPRL y el control del gen constitutivo, EhnGAPDH.
La gréfica inferior corresponde al andlisis densitométrico. B. RT-PCR a partir de RNA total de
trofozoitos axénicos interactuados sobre placas recubiertas con 100 pg de FN. El andlisis
densitométrico se muestra debajo del gel de agarosa tefiido con BrEt. Para A y B, se muestra
el promedio de 3 experimentos independientes los cuales fueron normalizados al tiempo cero y
se representan como porcentaje del nivel de expresiéon de mRNA. C y D. Inmunofluorescencia
indirecta de trofozoitos permeabilizados (C) o no permeabilizados (D) después de su
interaccion sobre placas recubiertas con 100 ug de fibronectina. La F-actina se tifidé con
faloidina rodaminada y como segundo anticuerpo se us6 un anti-raton acoplado a FITC; los
nucleos se contra tifieron con DAPI. Todas las fotos se tomaron en el Microscopio Confocal

Carl Zeiss LSM 700. Tamafio de barra =5 uM.
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Adicionalmente, la interaccion de trofozoitos axénicos de E. histolytica con COL indujo
un cambio significativo en el nivel de mRNA (Figura 24B), en comparacion con los
niveles basales a tiempo cero y en comparacion con los niveles de mRNA observados
cuando la interaccién se hizo con FN (Figura 23). Con COL, se observo un incremento
en los niveles de mMRNA dependiente de tiempo; a partir de 15 min de interaccion y
hasta 90 min se observé una modulacion positiva con relacion al tiempo cero, con una
significancia estadistica (**p<0.05) y entre los tiempos de 30 y 60 min en comparacion
con el nivel de mMRNA a 90 min de interaccion (significancia estadistica, *p<0.05)
(Figura 24B). Estos datos indican que el mMRNA de EhPRL es modulado positivamente
en respuesta a COL y que dicha modulacién es dependiente de tiempo, en donde el
nivel de mMRNA (%) incrementa a partir de 15 min de interaccion.

La distribucidn de la proteina nativa, en respuesta a la interaccion con COL se evalué
por inmunofluorescencia (Figura 24C y D). La microscopia confocal muestra que
EhPRL se localiza de forma constante, en la membrana plasmatica durante 15 a 60
minutos (Figura 24C, trofozoitos no permeabilizados), sugiriendo que esta proteina
podria ser necesaria en la membrana plasmatica para participar activamente en

eventos tales como interaccién célula-célula, adhesién o migracion.

Ademas, EhPRL se localiz6 en el citoplasma (Figura 24D, trofozoitos
permeabilizados). En la figura 24D, se observa claramente un incremento en la
intensidad de fluorescencia en citoplasma entre los 15 minutos y hasta 60 minutos de
interacciéon, sugiriendo una probable movilizacion de la proteina, de membrana a
citoplasma. La proteina EhPRL también se detectd colocalizando con actina cortical a
los 15 minutos de interaccion (Figura 24D), sugiriendo que EhPRL puede estar
involucrada en el rearreglo del citoesqueleto provocado por la interaccion con MEC.
Interesantemente, la proteina EhPRL se redistribuyé de la membrana plasmética a
estructuras similares a vesiculas cuando los trofozoitos se interactuaron durante 120
min (Figura 24D), lo que sugiere que el componente de matriz celular COL, induce la
redistribuciébn de la proteina a estructuras similares a vesiculas, las cuales se
localizaron con mayor proximidad a la membrana plasmatica, siendo probablemente,

tiempos tempranos del reciclamiento de la proteina.
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Figura 24. Modulacién del mRNA y proteina EhPRL en trofozoitos interactuados con
COL. A. Ensayos de RT-PCR a partir de RNA total de trofozoitos de cultivo e interaccionados
durante 0 a 90 min sobre placas no recubiertas. El panel superior corresponde a un gel de
agarosa al 1% tefiido con BrEt en donde se muestra el amplicon para EhPRL y el control del
gen constitutivo, EnGAPDH. B. Ensayos de RT-PCR a partir de RNA total de trofozoitos
cultivados en condiciones axénicas e incubados durante 0 a 90 min sobre placas recubiertas
con 100 ug de COL. El analisis densitométrico se muestra debajo de cada imagen de gel. Se
muestra el promedio de 3 experimentos independientes los cuales fueron normalizados al
tiempo cero y se representan como porcentaje (%) del nivel de expresion de mRNA. Se obtuvo
una significancia estadistica de la interaccion de trofozoitos con colagena entre el tiempo cero y
90 min (** p<0.01) y entre 30 6 60 minutos y 90 minutos (* p<0.05). C y D. Inmunofluorescencia
indirecta de trofozoitos incubados sobre colagena. En C se muestran preparaciones de
trofozoitos no permeabilizados y en D son trofozoitos permeabilizados. La F-actina se tifié con
faloidina rodaminada y como segundo anticuerpo se us6 un anti-raton acoplado a FITC; los
ndcleos se contra tifieron con DAPI. Todas las fotos se tomaron con el Microscopio Confocal
Carl Zeiss LSM 700. Tamafio de barra =5 p M.
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VI.7 El mensajero de EhPRL es inducido en trofozoitos recuperados de absceso
hepético

La sobrevivencia de E. histolytica dentro del ambiente hostil del higado, en particular
durante la formacion del absceso hepatico amibiano, esta acompafada de un fuerte
proceso adaptativo que requiere de la regulacién especifica de un nimero de genes y
proteinas. El conocimiento de esta respuesta regulatoria en un paso importante en la
comprension de la patogénesis de E. histolytica. Mediante ensayos de RT-PCR, en el
presente estudio se comparo el nivel de expresion del mMRNA de EhPRL entre amibas
crecidas axénicamente y aquéllas recuperadas de absceso hepatico amebiano,
inducido experimentalmente en hamsteres. En la figura 25A se muestra una fotografia
representativa de un higado con absceso amibiano. En la figura 25B, se muestra el
amplicén que corresponde a EhPRL (600 pb); se incluyé como control interno el
amplicén de GAPDH (350 pb). El andlisis densitométrico ajustado al gen constitutivo se
muestra en la figura 25C en donde el nivel de mMRNA se representa como porcentaje
(%). Como puede observarse, el nivel del mRNA de EhPRL es claramente
sobreregulado en amibas provenientes de absceso hepatico; dicha sobreexpresion es
de al menos dos veces con respecto al nivel de expresion observado en amibas
crecidas en un ambiente libre de estrés, es decir, axénicamente. Estos datos sugieren
que el mensajero de EhPRL también es regulado positivamente durante el desarrollo

del absceso hepatico amebiano.
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Figura 25. El mRNA de EhPRL es sobreexpresado en trofozoitos recuperados de
absceso hepético. A. Imagen representativa de un absceso desarrollado por E. histolytica
(AHA). B. Gel de agarosa que muestra los amplicones correspondientes para EhPRL vy
GAPDH, de muestras de trofozoitos axénicos y recuperados de AHA. C. Andlisis
densitométrico del producto de RT-PCR donde se muestra aumento en expresion de al menos
el doble del mRNA de EhPRL en trofozoitos recuperados de AHA, en comparacion con
trofozoitos axénicos. Las imagenes y el analisis densitométrico se procesaron con el sitema de
documentacién SynGene™ (SynGene, Synoptics group). Las barras indican el promedio +
SEM de tres experimentos independientes, el analisis estadistico se realiz6 con el programa

Graph Pad Prism version 5.1.
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Posteriormente, habiendo observado una regulacion positiva del mRNA de EhPRL de
trofozoitos recuperados de lesién hepatica, se evalud el comportamiento de dicho
mensajero en trofozoitos recuperados de absceso hepéatico en respuesta a la
interaccion con FN o COL (Figura 26). Un ensayo de RT-PCR se llevo a cabo con
amibas recuperadas de lesion hepatica, las cuales se interactuaron también con FN o
COL; dicha interaccién se realiz6 en las mismas condiciones que con amibas de
cultivo. En estos experimentos no se observé una significacia estadistica para la
modulacién del mRNA de EhPRL en amibas recuperadas de lesion sin interaccion e

interaccionadas con FN (Figura 26).

Interesantemente, en aquellas amibas recuperadas de AHA e interactuadas con COL
observamos un comportamiento inverso a lo observado en amibas de -cultivo
interactuadas con COL (Figura 24B). En el ensayo de interaccibn con COL, la
modulacién en la expresion del mensajero de EhPRL fue en el sentido inverso ya que
se encontré una disminucion estadisticamente significativa en la interaccion con COL a
partir de 30 min (*p<0.05) y hasta los 120 min del ensayo (*** p<0.001). Estos
resultados sugieren que el mensajero de EhPRL es regulado de una forma finita y
especifica en respuesta al sustrato (FN o COL) y ambiente de interaccion (condiciones
de cultivo o estrés en el desarrollo in vivo, de AHA) y que COL es un elemento del
huésped, modulador del mMRNA de EhPRL.
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Figura 26. Modulacién del mRNA en trofozoitos recuperadas de AHA interactuados con
componentes de MEC. El nivel de expresion del mensajero de EhPRL se evalud en las
mismas condiciones como las mencionadas en las figuras 23 y 24, excepto que las amibas
interaccionadas fueron aquéllas recuperadas de lesion hepatica tal como se indica en la figura
25. El andlisis densitométrico se muestra debajo de cada imagen de gel. Se muestra el
promedio de tres experimentos independientes los cuales fueron normalizados al tiempo cero y
se representan como porcentaje (%) del nivel de expresion de mRNA. Se obtuvo una
significancia estadistica de la interaccién de trofozoitos con COL entre el tiempo cero y 120 min
(*** p<0.001) y entre tiempo cero y 15 6 30 min (* p<0.05).
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VI.8 Sobre expresion de la proteina EnPRL de Entamoeba histolytica

Para evaluar de una manera mas precisa el papel de EhPRL en la biologia de
Entamoeba histolytica, se sobreexpresé la proteina en trofozoitos de cultivo. La
sobreexpresion de la proteina se consiguid con el uso de un vector que permitio el
control preciso de expresion del gen de interés. El sistema para la transformacion
estable seleccionado fue el vector de expresién amebiano pNEO-CAT, el cual permite
la expresion continua de genes heterélogos en el pardsito; el vector pNEO-CAT
contiene el gen neomicina fosfotransferasa (NEO) como un marcador de seleccion para
la transfeccion del parasito. En este vector se cloné el marco de lectura completo de
EhPRL, adicional a una etiqueta de tipo HSV para inmunodeteccién (Figura 14), la cual
se inserto en: (i) la region amino terminal de EhPRL vy (ii) la region carboxilo terminal de
EhPRL. El interés por clonar la etiqueta HSV en la regién N o C-terminal de EhPRL fue
el de evaluar como dicha etiqueta podia o no intervenir en la prenilacion de la proteina,

en la region C-terminal.

El primer paso para la sobreexpresion de EhPRL fue el disefio de los oligonucledtidos
que permitieran la insercién de la etiqgueta HSV en N o C-terminal (Tabla 3). Con dichos
oligonucledtidos y a partir de RNA total de E. histolytica, se amplificé el mensajero del
gen ehPRL. El amplicén de las construcciones C-HSV::EhPRL y N-HSV::EhPRL (cada
una con un peso molecular de 639 pb, respectivamente), se clon6é en el vector de
clonacién PCR 4-TOPO (construcciones denominadas TOPO-C-HSV::EhPRL y TOPO-
N-HSV::EhPRL). Tras la clonacion, las construcciones TOPO-C-HSV::EhPRL y TOPO-
N-HSV::EhPRL se secuenciaron para corroborar la secuencia de nucledtidos del
producto clonado; ademas se verifico la clonacion correcta de la etiqueta HSV-tag, del
marco de lectura completo de EhPRL y de los sitios respectivos de restriccion para
Kpnl y BamHI (Figura 27). Ademas se realiz6 un alineamiento entre la secuencia de
aminoacidos de EhPRL deducida de la secuenciacién de nucleétidos del producto de
PCR clonado y la secuencia reportada para la proteina en el banco de datos de genes,

No. de acceso XP_657240. El BLAST no mostré cambios en la secuencia deducida.
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Posteriormente, se realizo la subclonacion dirigida de los fragmentos de interés por
restriccién con las enzimas BamHI y Kpnl, en el vector pNEO-CAT el cual tiene un peso
molecular de ~6.3 kb. Las construcciones se denominaron pNEO-C-HSV::EhPRL y
PNEO-N-HSV::EhPRL y tienen cada una un peso molecular de ~6.8 kb. Con el fin de
identificar las clonas positivas, se purific6 DNA plasmidico de las colonias crecidas en
las placas de cultivo LB/amp y se tratd con las enzimas Kpnl y BamHI para liberar el
producto clonado. En la figura 28 se muestra la liberacion de los insertos de una clona
positiva tanto para pNEO-C-HSV::EhPRL (A) como para pNEO-N-HSV::EhPRL (B), en
cuyos casos el tamafo de los fragmentos liberados (~639 pb) y del vector vacio (pNEO

~6.1 kb), corresponden con los tamafios esperados.

Al mismo tiempo en que se realizaron las construcciones, con el fin de establecer la
concentracion del antibiotico G418, requerida para inducir la muerte de aquellos
trofozoitos que no incorporaran la resistencia por la transfeccion de construcciones en
el vector pNEO, se realiz6 una curva de crecimiento de amibas sin transfectar, las
cuales se cultivaron durante 24 h con concentraciones crecientes de G418. Como se
muestra en la figura 29, la concentracion minima letal de G418, requerida para matar
en 24 h, al 100% de amibas que no incorporan el vector con el cassette de resistencia

es de 5 ug/ml.

Durante la seleccion de las clonas de interés se establecidon que las concentraciones
Optimas de cultivo en presencia de G418, al momento del ensayo fueron las de 10 y 20
ug/ml (Figura 30), las cuales permitieron inducir la sobreexpresion de EhPRL y al
menos mantener el nimero inicial de células. En la figura 30 se muestra una curva de
crecimiento de trofozoitos seleccionados con G418 y cultivados durante 72 h con 5, 10,
20 0 40 pg/ml de G418. Los resultados muestran que utilizando 20 pug/ml del antibidtico
aun se recuperaban amibas resistentes, por lo que para los posteriores experimentos
se utilizaron 20 ug/ml de G418 pero la incubacion se realizd Unicamente durante 48 h.
Los trofozoitos seleccionados se mantuvieron en cultivo con concentraciones
superiores y crecientes del antibiético para su adaptabilidad; hasta el momento de la
presente redaccion, dichas clonas positivas son capaces de crecer en presencia de 60

ug/ml del antibiético G418 (dato no mostrado). Interesantemente, también observamos
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que después de las 72 h de cultivo, el conteo de trofozoitos transfectados con pNEO-N-
HSV::EhPRL fue mayor en comparacién con el nimero de células obtenidas tanto para
el vector vacio como para pNEO-C-HSV::EhPRL. Partiendo de que el ensayo se inicid
con un total de 100,000 células por construccion y todas se sometieron al mismo
tiempo y temperatura de incubacion, de la figura 30, también podria especularse que la

transfeccion con pNEO-N-HSV::EhPRL favorecio la replicacion celular.
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Figura 28. Liberacién del inserto pNEO-N-HSV::EhPRL y pNEO-C-HSV::EhPRL de clonas
positivas. A. Construccion pNEO-N-HSV::EhPRL; el carril 2 corresponde al plasmido
purificado, linearizado por la digestién con Kpnl; el carril 3 corresponde a HSV::EhPRL de 639
pb liberado por la digestion con BamHI y Kpnl. B. pNEO-C-HSV::EhPRL; el carril 3 corresponde
al plasmido purificado, linearizado por la digestiéon con Kpnl y el carril 2 corresponde a
HSV::EhPRL de 639 pb liberado por la digestién con BamHI y Kpnl. En ambos casos, el carril 1

corresponde al marcador de pares de bases.
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Figura 29. Curva dosis-respuesta de trofozoitos con G418. Un total de 100,000 trofozoitos
no transfectados se cultivaron en presencia de diferentes concentraciones de G418 (0 a 10
ug/ml). Después de 24 h de cultivo, los trofozoitos se recuperaron y se resuspendieron en PBS
para su cuantificacion en camara de Neubauer. La gréfica representa el promedio de dos

ensayos independientes.
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Figura 30. Efecto del G418 sobre el crecimiento de trofozoitos transfectados. Un total de
1X10° trofozoitos transfectados con pNEO-C-HSV, pNEO-N-HSV, vector vacio y trofozoitos no
transfectados se cultivaron en presencia de diferentes concentraciones de G418 (0-40 ug/ml)

durante 72 h y se cuantificaron mediante cAmara de Neubauer.
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VI.9 Las clonas positivas para pNEO-C-HSV::EhPRL y pNEO-N-HSV::EhPRL sobre
expresan el mMRNA y la proteina EhPRL

Una vez que se establecieron las condiciones de cultivo para las clonas de interés
(tiempo de incubacion y concentracion de G418), se evaluo el nivel de expresion del
mensajero y de la proteina correspondiente. Las clonas positivas del vector vacio,
PNEO-C-HSV::EhPRL y pNEO-N-HSV::EhPRL se seleccionaron con 20 ug/ml de G418
durante 48 h y se realiz6 un ensayo de RT-PCR (Figura 31A y B). Los resultados
muestran que los trofozoitos transfectados con pNEO-N-HSV::EhPRL (Figura 31A) y
PNEO-C-HSV::EhPRL (Figura 31b) expresan el mensajero en al menos 200%, en
comparacion con la expresion del mensajero de EhPRL de trofozoitos transfectados
solo con el vector vacio, nivel considerado como 100% de expresion. El analisis
densitométrico se realizd para cada réplica, ajustando la concentracion a la del control
interno GAPDH vy las graficas muestran el error estdndar de dos experimentos

independientes.

Posteriormente, para establecer si el mensajero sobreexpresado codificaba proteinas
tipo EnPRL fusionadas a HSV, se evalué el nivel de expresion de la proteina por la
deteccién de la etiqueta por western blot con un anticuerpo anti-HSV (Figura 31D). Los
extractos totales de proteina fueron obtenidos de trofozoitos transfectados y cultivados
en las mismas condiciones que para la extraccion de RNA total y el perfil proteico
resuelto por SDS-PAGE al 12% se muestra en la figura 31C. El anticuerpo anti-HSV
reconocio una proteina predominante de 35 kDa, en las construcciones N y C, la cual
corresponde con el peso molecular predicho de 28 kDa de EhPRL més la etiqueta
HSV. El anticuerpo anti-HSV Unicamente reconoce a las clonas pNEO-C-HSV::EhPRL
y pNEO-N-HSV::EhPRL que contienen dicha etiqueta y no reaccibna de manera
cruzada con otras proteinas en el extracto total de trofozoitos transfectados con el

vector vacio.
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Figura 31. Andlisis de la expresion de EhPRL en trofozoitos transfectados. A y B.
Ensayos de RT-PCR de trofozoitos transfectados con pNEO-N-HSV::EhPRL (A) o con pNEO-
C-HSV::EhPRL (B). En A, la linea 1 es el marcador de pb, lineas 2 y 3 corresponden al vector
vacio y lineas 4 y 5 a pNEO-N-HSV::EhPRL. En B, las lineas 1 y 2 corresponden al vector
vacio, las lineas 3 y 4 a pNEO-C-HSV::EhPRL y la linea 5 es el marcador de pb. En ambos
paneles, en la parte superior se muestran geles de agarosa representativos con el amplicon de
EhPRL (600-639 pb) o GAPDH (350 pb); debajo se muestran las gréaficas del analisis
densitométrico. Las imagenes y el andlisis densitométrico se procesaron con el sitema de
documentaciéon SynGene™ (SynGene, Synoptics group). Las barras indican el promedio +
SEM de tres experimentos independientes, el analisis estadistico se realiz6 con el programa
Graph Pad Prism version 5.1. (***) P<0.001. C. SDS-PAGE al 12% de lisados totales de
trofozoitos transfectados con el vector vacio (linea 2), con pNEO-C-HSV::EhPRL (linea 3) o
PNEO-N-HSV::EhPRL (linea 4). La linea 1 es el marcador de peso en kDa. D. Ensayos de
Western blot de lisados totales de trofozoitos transfectados con el vector vacio (linea 1), con
PNEO-C-HSV::EhPRL (linea 2) o pNEO-N-HSV:EhPRL (linea 3) reaccionados con el
anticuerpo anti-actina (45 kDa) y anti-HSV tag (35 kDa).
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VI.10 La sobreexpresidén exdgena de EnPRL incrementa la migracion

Para evaluar la participacion de la proteina EhPRL en la migracion de E. histolytica, se
realizaron ensayos en transwell para determinar el indice de quimiotaxis (CI, por sus
siglas en inglés, chemotaxis index) utilizando como quimioatrayentes suero adulto
bovino (SAB) o FN. Se permiti6 la migracion de los trofozoitos durante 4 h; se
capturaron fotografias en contraste de fase de las amibas que migraron a la camara
inferior y las mismas placas fueron fijadas para cuantificar la intensidad de

fluorescencia emitida.

En la figura 32 se muestran fotografias representativas tomadas de las placas de
cultivo pos-migracion (trofozoitos que migraron a la camara inferior); dichas fotografias
fueron tomadas en contraste de fase para cada clona de interés. Como control negativo
0 no quimiotrayente se coloc6 TBS-CaCl,. Los resultados mostraron una mayor
migracion de células a la camara inferior en presencia de SFB o FN, en comparacion
con aguellos trofozoitos incubados solo con TBS-CaCl,, independientemente del
plasmido transfectado. Al comparar la migracion de los trofozoitos transfectados se
obervé que aquellos transfectados con pNEO-N-HSV::EhPRL muestran mayor nimero
de células en la cAmara inferior, tanto para SFB como FN en comparacion con pNEO-
C-HSV::EhPRL o el vector vacio.
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pNEOVACIO pNEO C-HSV PNEON-HSV

Figura 32. Migracién de trofozoitos transfectados. Ensayos de migracibn en camaras
transwell, de trozoitos transfectados con el vector vacio (pNEO vacio), pNEO-C-HSV::EhPRL o
pNEO-N-HSV::EhPRL. Como quimioatractantes se utilizé suero adulto bovido al 15% (SAB) o
fibronectina (FN) y TBS-CaCl, se utilizo como control negativo. Se muestran fotografias
representativas de la camara inferior de transwell, con trofozoitos que migraron post-
incubacion. Las fotografias se tomaron con una camara Nikon, en contraste de fases a 10X en

un microscopio invertido CarlZeis.
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Para la determinacion cuantitativa de la fluorescencia emitida por los trofozoitos que
migraran a la camara inferior trofozoitos en cultivo fueron marcados con Cell-tracker
Green. La intensidad de fluorescencia (unidades de fluorescencia) emitida por los
trofozoitos que migraron se extrapolé en una curva de fluorescencia obtenida con O-
1x10° amibas marcadas. La intensidad de fluorescencia en la camara inferior es
proporcional al numero de trofozoitos que migraron. Posteriormente se determiné la
actividad quimiotactica (Cl, pos sus siglas en ingles, chemotaxis index) de los
trofozoitoitos transfectados (Figuras 33 y 34), la cual corresponde al cociente de dividir
el porcentaje de migracion quimiotactica y el porcentaje de migracion al azar, tanto en

presencia de SFB (Figura 33) como en presencia de FN (Figura 34).

Como resultado, se determind que en presencia de SFB (Figura 33), los trofozoitos
transfectados con pNEO-N-HSV::EhPRL migraron en mayor proporcién que aquéllos
transfectados con pNEO-C-HSV:EhPRL o con el vector vacio. Unicamente los
trofozoitos transfectados con pNEO-N-HSV::EhPRL exhibieron un indice de quimiotaxis
estadisticamente significativo (*p=<0.05), en comparacién con los trofozoitos
transfectados con el vector vacio. Esto es, en presencia de SFB, la sobreexpresion de
PNEO-N-HSV::EhPRL provocé que los trofozoitos migraran una unidad de indice mas
gue aquéllos transfectados con el vector vacio siendo el CI del vector vacio, 1.5
mientras que el Cl para N-HSV::EhPRL resulté de 2.5 (*p=<0.05). Estos resultados
sugieren fuertemente la participacién de la proteina EhPRL en la migracion de E.

histolytica.

Por otro lado, los trofozoitos que sobreexpresaron a la proteina C-HSV::EhPRL
migraron en la misma proporcion que los trofozoitos transfectados con el vector vacio
(no se observo una significancia estadistica entre el Cl de C-HSV::EhPRL y el vector
vacio). Estos resultados sugieren que la disponibilidad de la caja CAAX de EhPRL, es
relevante durante la migracion, probablemente para la modificacion postraduccional

correcta y colocacién posterior en membrana.
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Figura 33. Migracion celular en presencia de SAB. Un total de 1X10° trofozoitos
transfectados, crecidos en 30 ug/ml de G418 y marcados con Cell Tracker Green se incubaron
en camaras transwell durante 4 h a 37°C. Se midio la fluorescencia de las amibas que migraron
a la cdmara inferior y se obtuvo el cociente del % de migracién quimiotactica sobre el % de
migracién al azar (Cl). Los trofozoitos transfectados con el vector vacio o con pNEO-C-
HSV::EhPRL migraron en la misma proporcién, Cl=1.2-1.6, no se obtuvo significancia
estadistica. Los trofozoitos transfectados con pNEO-N-HSV:EhPRL migraron en mayor
proporcion con respecto a trofozoitos control o pNEO-C-HSV::EhPRL (CI vector vacio= 1.5, ClI
para N-HSV= 2.5. (*) p<0.05. El andlisis estadistico fue por ANOVA en dos vias y la grafica
representa el resultado de 3 ensayos independientes
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Para corroborar los resultados anteriores, también se realizaron los ensayos de
migracion en transwell en presencia de un quimioatrayente preferente para E.
histolytica, como lo es FN (Figura 34). De los ensayos de migracion en transwell en
presencia de la FN se encontré que los trofozoitos transfectados con pNEO-N-
HSV::EhPRL también resultaron con una actividad quimiotactica (CI) significativa
estadisticamente (**p=<0.05), en comparacién con los trofozoitos transfectados con el
vector vacio. Esto es, en presencia de FN, la sobreexpresion de N-HSV:EhPRL
provocod que los trofozoitos migraran 2.5 unidades de indice de quimiotaxis mas que
aguéllos transfectados con el vector vacio, siendo el Cl para los trofozoitos
transfectados con el vector vacio de 1.5, mientras que el Cl para N-HSV::EhPRL fue de
3.5, **p=<0.05. Estos resultados apoyan la hipétesis de que la proteina EhPRL
participa en la migracion de E. histolytica; que dicha participacion es en respuesta al
guimioatrayente, teniendo preferencia por al menos un componente de la MEC, que es
FN.

Por otro lado, los trofozoitos que sobreexpresan C-HSV::EhPRL, en presencia de FN,
resultaron con un indice de quimiotaxis (Cl) como el observado para los trofozoitos
transfectados con el vector vacio (Figura 34). Tal comportamiento fue como se observé
en presencia de SFB, sugiriendo nuevamente que la disponibilidad de la caja CAAX de
EhPRL, es relevante durante la migracion, probablemente, para la modificacién

postraduccional correcta y colocacién posterior en membrana.
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Figura 34. Migracion celular en presencia de FN. Un total de 1x10° trofozoitos transfectados,
crecidos en 30 ug/ml de G418 y marcados con Cell Tracker Green se incubaron en camaras
transwell durante 4 h a 37°C. Se midio la fluorescencia de las amibas que migraron a la cAmara
inferior y se obtuvo el cociente del % de migracién quimiotactica sobre el % de migracién al
azar (Cl). Los trofozoitos transfectados con el vector vacio o con pNEO-C-HSV:EhPRL
migraron en la misma proporcion, Cl=0.8-1.6, no se obtuvo significancia estadistica. Los
trofozoitos transfectados con pNEO-N-HSV::EhPRL migraron en mayor proporcién con
respecto a trofozoitos control o pNEO-C-HSV::EhPRL (CI vector vacio= 1.6, Cl para N-HSV=
3.4. (**) p<0.01. El andlisis estadistico fue por ANOVA en dos vias y la gréfica representa el

resultado de 3 ensayos independientes.
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Como una forma alternativa de evaluar la participacion de EhPRL en la migracion de E.
histolytica, se realizaron ensayos de cierre de herida (Figura 35). Se muestran
fotografias representativas del cierre de herida observado en el cultivo en placa, de
trofozoitos que fueron crecidos en presencia de 30 pug de G418 y sometidos
posteriormente a ayuno como se indica en material y métodos. El cierre de herida se
evaluo a diferentes tiempos; se midio el ancho de la herida en distintos puntos a lo
largo de la herida y la cifra indicada (Figura 35, A) corresponde al promedio, en micras.
En la figura 35, A, se observa que, tras una incubacién de 120 min, aquellos
trofozoitos sobreexpresando N-HSV::EhPRL migraron hasta el punto en el que la
herida se cerr6 en determinados sitios (ancho de la herida= 150 uM a 120 min en
comparacién con 370.81 uM al tiempo cero). Sin embargo, para los casos de
trofozoitos sobreexpresando C-HSV::EhPRL o transfectados con el vector vacio, tras

los mismos 120 min de incubacioén, no se alcanz6 a cerrar la herida.

Esto es, tal como se observdé en los ensayos en transwell, aquellos trofozoitos
sobreexpresando N-HSV::EhPRL incubados en presencia de SFB, migraron mas
(proporcional a una menor amplitud de herida en upm/tiempo) que aquéllos
sobreexpresando C-HSV::EhPRL o transfectados con el vector vacio, corroborando
nuevamente la participaciéon de EhPRL en la migracion de E. histolytica y la relevancia
de la disponibilidad bioquimica de la caja CAAX para que la proteina pueda participar

en la migracion del parasito.
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Figura 35. Ensayo de cierre de herida. Trofozoitos transfectados y cultivados sobre placas de
6 pozos en presencia de 30 ug/ml de G418, se incubaron en ausencia de suero por 4 h. Se
realizd una herida en el radio del pozo y se adicion6 medio incompleto para permitir la
migracion durante 30, 60 y 120 min a 37°C. Posteriormente se fijaron las preparaciones por 1 h
con p-formaldehido al 4% y las células se tifieron con Giemsa. Se capturaron fotografias en
campo claro (A). Utilizando el programa NIS-Elements BR-3-2, se ajust6 la escala de medicion
y se determiné el ancho de al menos 3 puntos a lo largo de la herida de fotografias
representativas (graficado como ancho de herida en um); se promedio el ancho de la herida y
se graficd con respecto al tiempo de incubacion (B). Se muestra el resultado de una réplica

realizada por duplicado.
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VI.11 Localizacion celular de pNEO-N-HSV::EhPRL y pNEO-C-HSV::EhPRL

Adicionalmente, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para evaluar la
localizacion de la proteina EhPRL en trofozoitos sobreexpresando a N-HSV::EhPRL o
C-HSV::EhPRL (Figura 36). Las preparaciones se incubaron en presencia del

anticuerpo anti-HSV para marcar la etiqueta presente en cada construccion.

En las preparaciones de amibas sobreexpresando N-HSV:EhPRL se observo un
patron de reconocimiento igual que el observado en amibas no transfectadas de la
figura 25; es decir, la proteina N-HSV::EhPRL se localizé en membrana plasmatica y
de vesicula y en citoplasma (Figura 36, panel derecho). La sobreexpresion de N-
HSV::EhPRL no resulté en cambios en la localizacién subcelular de la proteina distintos
de lo observado con la proteina nativa. Sin embargo, en aquellos trofozoitos que
sobreexpresaban C-HSV:EhPRL la localizacion de la proteina en la membrana
plasmatica fue en menor proporciébn (Figura 36, panel central); ademas, en
trofozoitos permeabilizados se localiz6 a la proteina C-HSV::EhPRL agrupada en
estructuras parecidas a cometas, con apariencia no relacionada a vesiculas, sugiriendo
que la presencia de una proteina interferida estructuralmente en C-terminal, EnPRL
podria agruparse en estructuras de almacenamiento o reciclaje. Se requiere realizar
ensayos de colocalizacion con actina o con marcadores de vesicula para elucidar si
dichas estructuras similares a cometas son agregados de actina o si corresponden a
estructuras celulares diferentes a las reportadas para E. histolytica. En trofozoitos
transfectados con el vector vacio, no se observé una deteccion de la etiqueta HSV por

el anticuerpo anti-HSV (Figura 37, panel izquierdo).
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Figura 36. Localizacion celular de pNEO-N-HSV::EhPRL y pNEO-C-HSV::EhPRL.
Trofozoitos crecidos en 30 ug/ml de G418 se adhirieron y se fijaron a cubreobjetos. Los
trofozoitos se permeabilizaron o no con p-formaldehido. Las preparaciones se incubaron con
el primer anticuerpo anti-HSV y como segundo anticuerpo se utiliz6 anti-conejo acoplado a
FITC. Los nucleos se contratifieron con DAPI y todas las imagenes se tomaron en el
microscopio confocal Carl Zeiss LSM 700. Como control negativo se incluyeron trofozoitos

con vector vacio que no presentan epitope para el reconocimiento por el anticuerpo anti-HSV.
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Como resultado de las observaciones anteriores, se decidid realizar ensayos de
fraccionamiento celular de trofozoitos transfectados con pNEO-N-HSV::EhPRL, pNEO-
C-HSV::EhPRL o con el vector vacio a fin de confirmar la relocalizacion de la proteina
EhPRL en ausencia de una caja CAAX disponible o con interferencia estructural en C-
terminal (Figura 37). Como resultado de la inmunodeteccién de la proteina EhPRL con
el anticuerpo anti-HSV, para el caso de trofozoitos que sobreexpresaban a N-
HSV::EhPRL, la proteina se detectd tanto en fraccion membranal como en fraccion
citoplasmatica. Para el caso de trofozoitos sobreexpresando a C-HSV:EhPRL, la
proteina se detectd practicamente sélo en fraccion citoplasmatica, mientras que en la
fraccibn membranal la deteccion fue practicamente nula. Como control de especificidad
del anticuerpo primario (anti-HSV), se analizaron las fracciones membranales vy
citoplasmaticas de trofozoitos transfectados con el vector vacio, en cuyo caso no se
observé reconocimiento alguno por el anticuerpo anti-HSV (Figura 37). Se muestra el
resultado representativo de dos ensayos independientes realizados con diferentes
alicuotas de un mismo fraccionamiento celular, por lo que aun se requiere la
confirmacion de dicha observacion a partir de fracciones celulares independientes.
Juntos, los resultados anteriores confirman que la proteina EhPRL se localiza tanto en
membrana plasmatica como en fraccion citoplasmatica y sugieren fuertemente que la
interferencia estructural de la region C-terminal de EhPRL, en donde se localiza la caja
CAAX, resulta en un impedimento para que la proteina se localize predominantemente

en membranas, provocando su acumulacién en el citoplasma.
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Figura 37. Fraccionamiento celular de trofozoitos transfectados con pNEO-C-
HSV::EhPRL, pNEO-N-HSV::EhPRL o vector vacio. A. Gel SDS-PAGE al 12% con 50 ug de
proteina del vector vacio (lineas 2 y 3), pNEO-N-HSV::EhPRL (lineas 4 y 5) o pNEO-C-
HSV::EhPRL (lineas 6 y 7). La linea 1 corresponde al marcador de peso molecular, lineas 2, 4
y 6 corresponden a la fraccion membranal de trofozoitos y los carriles 3, 5y 7 a la fraccién
citoplasmética de cada clona. B. Ensayo de Western blot de fraccion membranal (lineas 2, 4 y
6) y fraccion citoplasmatica (lineas 3, 5 y 7) de trofozoitos transfectados con el vector vacio
(lineas 2 y 3), pNEO-N-HSV::EhPRL (lineas 4 y 5) o pNEO-C-HSV::EhPRL (lineas 6 y 7),
reaccionadas con el anticuerpo anti-HSV tag. Se muestra un resultado representativo de dos
ensayos independientes.
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VIl. DISCUSION

La familia de fosfatasas PRL en eucariotas superiores ha sido ampliamente descrita
como una proteina tirosina fosfatasa (PTPasas) que conducen al desarrollo de cancer;
las proteinas PRL promueven la proliferacion celular, la migracion, la invasion, el
crecimiento tumoral y la metastasis [28]. Tras la publicacién de la secuencia completa
del genoma de diversos parasitos protozoarios, se ha resaltado la participacion de las
PTPasas en la interaccion huésped-parasito y en la patogenicidad [45]. A partir de la
publicacién del genoma de E. histolytica [47] se inici6 la busqueda in silico de genes
putativos de PTPasas; se reportd la reportd la presencia de un solo gen putativo para
una fosfatasa de la familia PRL, en el parasito protozoario E. histolytica (EhPRL) [48],

en comparacion con las 3 PRLs en humano.

EhPRL tiene una homologia de 31-32% con las PRLs de humano que incluye los
motivos cataliticos tipicos de la familia de PTPasas, como los el asa P y el asa WPD,
los cuales estan involucrados en la actividad catalitica sugiriendo una especificidad
similar hacia el sustrato. Entre las caracteristicas particulares de la familia de PRLs se
distinguen el motivo de prenilacion CAAX localizado en la region C-terminal el cual esta
presente en EhPRL (CNIA) (Figura 17). La prenilacion de PRLs en esta caja CAAX, se
asocia con la localizacion de la proteina en la membrana y en compartimentos
endosomales tempranos [34]. En el parasito Trypanosoma cruzi, se reportd que
TcPRL1 es prenilada in vivo, por extractos de epimastigotes; se sugiere que la
prenilacién de la proteina favorece la localizaciéon de TcPRL1 en la via endocitica de
estadios especificos del parasito [51]. En E. histolytica se report6 la presencia de al
menos una proteina farnesiltransferasa (EhFT) y una proteina geranil geranil
trasnferasa (EnGGT) activas, que catalizan la insercion de isoprenoides en proteinas
Ras, Rho o Rac, con dominio CAAX [70, 71]. La enzima EhGGT puede modificar de
forma promiscua proteinas en donde CAAX es CVLS o CVLL (Ras), o modificar
proteinas Ras, Rho/Rac cuando X de CAAX es P, K, M, A [71]. Cuando la proteina
Ras (EhRas4) presenta un dominio CAAX tal como CVVA, la proteina es modificada
postraduccionalmente por insercién isoprenoide por la enzima EhFT, pero si este

motivo es cambiado por la secuencia CVLL, dicha proteina no se modificada, lo que
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indica que EhFT tiene sustratos especificos [70]. La secuencia CAAX en EhPRL es
CNIA, por lo que se sugiere que dicha proteina podria ser geranilada por la enzima
EhGGT.

Las PRL son fosfatasas basadas en cisteina, presentan un residuo de cisteina
nucleofilico dentro de un motivo conservado (Figura 17A). Estudios sobre la
activacion/inactivacion de fosfatasas basadas en cisteina han identificado al menos dos
vias de inactivacion: 1) la formacion de un puente disulfuro entre la cisteina catalitica
Cys'® y la Cys* (numeracién para PRL3), que resulta en una enzima oxidada e
inactiva; y 2) la inactivacién por la conversion de la cisteina catalitica Cys'®* a glicina
[72]. En este sentido, la Cys® de EhPRL puede ser el equivalente de la Cys*® de PRL3,
sugiriendo que la actividad enzimatica de EhPRL podria también, ser regulada por la

oxidacion reversible de la cisteina catalitica.

En este trabajo se reporta por primera vez la clonacién, expresion y purificacion de la
proteina recombinante EhPRL. La secuencia de &cidos nucleicos obtenida (ID:
KM456050) codificd para una proteina EhPRL (ID: AIY30229) la cual presentd un
cambio del amino &cido glutamato (E’*) con respecto a la secuencia reportada en el
GenBank (XP_657240), la cual presenta el residuos de lisina (K™*), sin embargo dicha
modificaciébn no se localiza dentro de ningdn motivo involucrado en la actividad

catalitica (Figura 17C).

Durante la purificacion de la proteina recombinante His::EhPRL (rEhPRL) nos
enfrentamos a la baja purificaciéon de la proteina y a la formacién de cuerpos de
inclusion por lo que se probaron varios protocolos, con varaiciones en temeperaturas y
tiempo de induccion y teniendo en consideracion evitar el uso de agentes caotropicos
desnaturalizantes. EI método 6ptimo fue induciendo la produccién de la proteina a 32°C
durante 1.5 h y realizando la lisis celular con triton X-100 y NP40 en condiciones no
desnaturalizantes. La proteina eluida se dializé inmediatamente para evitar la formacion
de enlaces disulfuro intramoleculares favorecida por el Ni** incorporado durante la

purificacion y evitar asi, mecanismos de oxidacion/inactivacion.
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Los anticuerpos policlonales (anti-rEhPRL) obtenidos en este trabajo con la proteina
recombinante reconocen por WB tanto a la proteina recombinante como a la proteina
nativa en un lisado total de células. La proteina nativa se expresa en bajos pero
detectables niveles; interesantemente en algunos ensayos los anticuerpos
reconocieron proteinas o complejos de proteinas en la parte superior de la membrana
de nitrocelulosa, sugiriendo una posible oligomerizacion de EhPRL o una vinculacion a
lipidos o proteinas de alto peso molecular ya que los anticuerpos anti-rEHPRL podrian
también reconocer epitopos no lineales. La oligomerizacion se ha reportado para PRL1
y PRL3 [61, 38], mas no hay reportes de dicho evento en proteinas PRL de parasitos

protozoarios.

Con el fin de determinar si EhPRL oligomeriza realizamos ensayos de
entrecruzamiento con rEhPRL y glutaraldehido en geles nativos siguiendo un protocolo
publicado [35]; pero bajo las condiciones ensayadas no se observd oligomerizacion
(datos no mostrados); tampoco observamos bandas con pesos moleculares
correspondientes a dimeros o trimeros de EhPRL en lisados totales de E. histolytica. La
trimerizacion de PRL1 ya ha sido reportada [36], la interfase trimérica de PRL1 se da
en los residuos Asp'?®, GIn*3!, Arg®*, GIn**® y Arg™® de la primer molécula de PRL (C-
terminal) con Glu*, Thr'3, Lys*®, Tyr*®, Pro® y Gly®” de la segunda molécula. Dicha
caracterizacion se realizé con la proteina PRL1 truncada en la region C-terminal que,
tras la farnesilacion in vivo, resultd en una oligomerizacion débil en comparacion con la
proteina completa. La trimerizacion y la localizacién a la membrana por la farnesilacion
parecen cooperar al proporcionar fuerzas adherentes fortalecidas para su localizacion y
a la vez por el incremento de la concentracién local de mondmeros pero la sola
farnesilacion de la proteina es insuficiente para ubicarla en la membrana [36]. Es
necesaria mayor experimentacion para establecer si la ahora reportada EhPRL

trimeriza 0 no y bajo que estimulos podria originarse una trimerizacion.

Por otra parte, hipotetizamos que el reconocimiento del anti-rEhPRL, en la region de
alto peso molecular en membranas de nitrocelulosa con extracto total, podria ser por la
union de EhPRL a lipidos. Recientemente, se ha sugerido que el papel de PRL3 en la
migracion celular esta relacionada con su capacidad para desfosforilar P1(4,5)P2 6
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P1(3,4,5)P3 en lugar de fosfopéptidos [73], por lo que la interaccion de EhPRL con
lipidos también requiere ser estudiada.

En el presente trabajo se reporta por primera vez la caracterizacion enzimatica de la
fosfatasa EhPRL. El rango de pHs reportados para la actividad enzimética de PRLs
oscila entre 5.5 hasta 8.0 [72, 35]. Bajo nuestras condiciones de ensayo, el pH éptimo
para rERPRL es 6.0 lo que sugiere que ésta proteina podria funcionar in vivo en un
ambiente &cido como en compartimentos vesiculares, apoyando nuestros hallazgos
sobre la localizacion de EhPRL en vesiculas. En humano, PRL1 se localiza en
lisosomas tempranos y tardios [34] y en T. cruzi TcPRL1 colocalizé con cruzipaina en la
via endocitica de epimastigotes, amastigotes y tripomastigotes. Las PTPasas EhPTPA
y EhPTPB, estudiadas por nuestro grupo de trabajo, también tienen un pH 6ptimo de
actividad acido (Pérez-Saldafia JA., y col. Por publicar). La fosfatasa de bajo peso
molecular de E. histolytica (LMW) tine un pH 6ptimo de 6.5 [74].

Para la caracterizacion enzimatica de las PTPasas clasicas EnPTPA y EhPTPB y LMW
de E. histolytica, el sustrato utilizado fue pNPP, el cual también ha sido el 6ptimo para
el estudio de otras PTPasas [75]. Bajo las condiciones ensayadas, pNPP no fue
hidrolizado por EhPRL. Se ha reportado que pNPP no es un sustrato para otras PRL ya
que la actividad de PRL1 hacia este sustrato comun para las PTPasa es menor que las
PTPasa tipicas [35]. Los datos estructurales y bioguimicos sugieren que el sitio activo
de las PRLs no es optimo para la hidrélisis de sustratos no especificos. La
caracteristica mas notable que explica esto es que la hendidura catalitica de las PRLs
es menos profunda, en comparacion con las PTPasas clésicas; por ejemplo, PRL3
tiene una hendidura catalitica abierta con una superficie relativamente plana que
expone el sitio catalitico [27]. Se ha sugerido que durante la catalisis la uniéon de
moléculas pequefas sustrato o sustratos no especificos no es suficiente para inducir un
cambio conformacional en PRL para permitir el correcto posicionamiento del asa P, lo
gue podria explicar la preferencia de las PRLs, incluyendo a EhPRL, por sustratos de
mayor tamafio como son los compuesto aril fosfatos de dos o méas anillos tal como
OMFP sobre pNPP [38].
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Otra caracteristica bioquimica de las PRLs, como EhPRL, que explica la reduccion de
la actividad de fosfatasa recae en la presencia de un residuo de alanina posterior al asa
P (HCX5R), en lugar de los residuos Ser/Thr presente en las PTPasas clasicas, como
EhPTPA y EnPTPB (Figura 15A). La ausencia de un grupo hidroxilo proporcionado por
la Thr conservada, impide una formacion correcta del enlace S-HO entre los residuos
Thr y Cys del sitio catalitico, implicados en la hidrdlisis de la fosfoenzima intermediaria;
el grupo hidroxilo faltante para la actividad catalitica, derivado de dicha modificacion, es
proporcionado por el sustrato fisiologico [37]. Esta teoria fue corroborada por
McParland V., et al., en 2011, quien reportd que la sustituciéon de Alalll (del sitio
catalitico) por Ser, resultdé en una proteina PRL3 con actividad enzimética
considerablemente mayor que la proteina no mutada, indicando que el &cido general
requerido para la catalisis necesita ser proporcionado apropiadamente por otro residuo
dentro de la proteina o por el propio sustrato. Asi también, la mutante PRL1/R110S
resulta en una variante con pérdida de funcion [35]. El remplazo de Arg110 por Ser no
solo disminuy6 el valor de Km en comparaciéon con la proteina WT, sino que también
disminuy6 el valor Kcat/Km para la reaccion con pNPP. Las mutantes PRL1/A111S y
PRL1/A111S/V113T son variantes con ganancia de funcion que presentan valores de
Kcat/Km mayores que PRL1 WT [35]. Como se mencion6 antes, la baja actividad
enzimatica también ha sido atribuida a la oligomerizacion de PRL que podria contribuir

a un acceso limitado del sustrato al sitio activo de la enzima [61, 76].

En el andlisis de la actividad enzimética de EhPRL, se encontr6 que el valor de Km
concuerda con los valores reportados para PRL3, la cual tiene una Km de 34.4 uM con
OMFP como sustrato [37]. En otro estudio publicado, se reportan valores de Km para
PRL1 con pNPP, OMFP, DiIFMUP o 2-Cl4-NO2 como sustratos, siendo superior ~2-3
ordenes de magnitud, la Km con pNPP que con OMFP o DiIFMUP; en dicho estudio
también se reportan valores de kg, los cuales fueron similares para todos los
substratos aril fosfato, sin embargo los valores de pKa difieren notablemente, lo que
sugiere que el paso determinante de la velocidad de reaccién de PRL1 es durante la

hidrolisis de la fosfoenzima intermediaria [38].
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La actividad enzimética de EhPRL se inhibié potencialente con NazVO, indicando que
EhPRL tiene actividad de tirosina fosfatasa. NasVO,4 es un inhibidor competitivo, ya que
es estructuralmente un analogo del grupo fosfato que mimetiza el estado de transicion
de la reaccion de transferencia del grupo fosforil [77]. Se ha reportado el mecanismo de
inhibicion de vanadato unido a PRL3 en donde se sugiere que la unién del vanadato
induce cambios estructurales en el asa WPD, el asa P, las hélices a4-a6 y la region
polibasica; dichos cambios conformacionales sugieren que el asa WPD se mueve de
una conformacién cerrada a una abierta y que dicha flexibilidad del asa puede estar

relacionada con el indice catalitico de PRL3 y el reconocimiento del sustrato [78].

Por otra parte, que el H,O, no inhibe a EhPRL sugiere que la actividad enzimatica
puede no ser regulada por la oxidacion del residuo Cys®; sin embargo, el efecto
observado puede mas bien deberse a la deteccién de la actividad en un tiempo post-
oxidacion/inhibicion; es decir, en un estado no reducido de la proteina tal como
recientemente ha sido sugerido [79]. Yosuke Funato, et al., en el 2013 reportaron un
analisis del curso de la reaccidn del estado oxidativo de PRLs en donde revel6 que la
oxidacion de PRLs causada por el tratamiento con H,O,, fue reversible y la gran
mayoria de proteinas PRL retorné a un estado reducido a los 90 min después del
tratamiento. Por lo tanto, en las condiciones ensayadas en el presente estudio, al
momento de la lectura tras 2 h de inhibicion, la proteina EhPRL ya habria retornado a
un estado reducido. Para ampliar el estudio de inhibicién por oxidacion reversible de
EhPRL, se deben realizar ensayos de inhibiciébn a tiempos cortos y sin la adicion de
DTT ya que, si bien en el presente estudio no se adicion6 DTT al amortiguador de
reaccion enzimatica, al momento de la purificacion de la enzima recombinante, se
adicioné al amortiguador de elucién, (5 mM de DTT) para evitar la formacion de
puentes disulfuro intramoleculares potencialmente promovido por el Ni** durante la
cromatografia. Se requieren Investigaciones farmacolédgicas, para el desarrollo de
inhibidores selectivos de PTPasas, ya que en el mercado existen pocos inhidores

especificos de PTPasas con fines terapéuticos.
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Con respecto a la localizacion celular de EhPRL, al igual que otras PRL, ésta se
localizé en el citoplasma, en la membrana plasmética y en estructuras similares a
vesiculas, en trofozoitos de E. histolytica. La localizacion de PRLs se ha asociado a
varios factores: en primer lugar, su localizacién depende de la prenilacidon de la proteina
en la caja CAAX. Esta es una modificacion lipidica que implica la adicién covalente de
un isoprenoide tal como un grupo farnesil de 15 de carbonos o de un grupo
geranilgeranilo de 20 &tomos de carbono a la cisteina de la caja CAAX. La prenilacion
promueve las uniones a membrana aunque también desempefia un papel en
interacciones proteina-proteina [31]. La delecién o mutacion en la caja CAAX provoca
la localizacion de PRL1, unicamente en el citoplasma y el nlcleo; ademas, la delecion
de la caja CAAX también compromete la habilidad de PRL1 para promover el

crecimiento celular y la migracion [35].

En segundo lugar, la localizacion en membranas se ve favorecida por la presencia de
una secuencia conservada predominantemente basica en la region C-terminal. Se ha
sugerido que esta secuencia basica puede estar involucrada en la direccion de la
proteina a través de una interaccion electrostatica con las cabezas de fosfolipidos de la
membrana, cargados negativamente [17, 35]. En este contexto, hipotetizamos que la
localizacion de EhPRL en la membrana plasmética podria ser por una prenilacion in
vivo y ademas, dicha localizacion podria ser favorecida por la presencia de una region
basica ("1KRSGAINVLQSRFIQSYVPQEK'®) en el C-terminal. AGn cuando no se
observdé una trimerizacion de EhPRL, otros mecanismos podrian favorecer su

localizacion.

Entre los efectos adversos que acontecen, tras la fijacion de preparaciones con, por
ejemplo, formalina o p-formaldehido, esta el enmascaramiento de epitopos antigénicos
para el reconocimiento por anticuerpos en ensayos de IFI o inmunohistoquimica.
Nosotros especulamos que algunos epitopos de EhPRL podrian ser enmascarados tras
el proceso de fijacion con p-formaldehido, favoreciendo la formacion de enlaces
entrecruzados entre epitopos de interés y proteinas no relacionadas, por los grupos
formaldehido. Por esta razon, después de la etapa de fijacion las preparaciones se
trataron con un amortiguador de 0.1 M de Tris-HCI, pH 9.5 conteniendo 5 % de urea
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calentada a 95°C como se describe en material y métodos. Epitopes de EhPRL son
enmascarados cuando la proteina llega a la membrana plasmética ya que dichos
epitopes fueron expuestos para el reconocimiento por anti-rEHPRL, tras el tratamiento
con la solucién de urea. EI mecanismo de recuperacion de antigeno parece implicar
una re-naturalizacion de las proteinas fijadas a través de una serie de cambios
conformacionales sufridos, incluyendo la posible ruptura (hidrélisis) de enlaces de
entrecruzamiento inducidos por formalina; todo el proceso estd impulsado por la
energia térmica de la fuente de calor o por la fuerza alcalina del tratamiento [80]. La
urea es un agente caotropico Uutil para la solubilizacion y la desnaturalizacion de las
proteinas, ha sido atil en la solubilizacibn de complejos de proteinas a los cuales
EhPRL podria estar unido; este resultado refuerza el reconocimiento del anticuerpo

anti-rEHPRL, en la parte superior de la membrana en el WB del extracto total.

La adhesion a MEC y su subsecuente degradacién facilita la invasion y es un paso
critico en la patogénesis de la amebiasis. Como una forma de evaluar la participacion
de EhPRL durante la patogénesis, decidimos evaluar la modulacién del mensajero de
EhPRL por RT-PCR, en respuesta a la interaccion de trofozoitos con componentes de
MEC como FN y COL. No se observo diferencia significativa en la expresion del mRNA
tras la interaccion con FN pero si en la interaccion con COL lo que sugiere que la
regulacion es especifica y que ademas la regulacion de EhPRL podria ocurrir también a
nivel traduccional. Como se sabe, no siempre es posible correlacionar el nivel de
expresion del mRNA con el nivel de expresion de su proteina, en este sentido, la
diferencia entre la expresion de proteina y el mRNa de PRL1, en lineas celulares de
cancer de pulmoén, ha sido reportado por Nakashima, M. y Lazo J.S., en el 2010.
Dicho grupo de trabajo muestra que en las lineas celulares ensayadas, los niveles de
MRNA son mas altos que los niveles de proteina, incluso en la linea de células de
pulmén sano; sin embargo, la linea celular mas patogénica A549 mostré mayor nivel de

proteina que mRNA [81].

En el presente trabajo se evalu6 por WB el nivel de EhPRL en trofozoitos incubados
con FN, sin embargo ésta no fue reconocida por el antisuero anti-rEnPRL. Los ensayos

de WB mostraron un reconocimiento en la parte superior de la membrana (datos no
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mostrados), lo que fortalece la posibilidad de una permisible formacién de complejos
proteicos inducida por la interaccién con componentes de MEC, lo que provocaria el
enmascaramiento de epitopes lineales. La ausencia del reconocimiento de EhPRL en
estractos totales por WB, se afrontd con la evaluacién alternativa por IFl. Se
observaron cambios en la organizacion del citoesqueleto de actina; en los sitios de
contacto con la MEC se observo la formacion de placas de adhesion y estructuras
similares a lamelipodios, como se ha reportado [19]. Interesantemente, si se observo
una modulacion de EhPRL citoplasmatica, durante el tiempo; la intensidad de la
fluorescencia fue mayor a 60-120 min que a 15 min post interaccion indicando la

relevancia del anclaje constante de EhPRL a la membrana plasmaética.

La adhesion de trofozoitos a FN ha sido ampliamente estudiada; se ha reportado que la
adhesion de trofozoitos a FN es mediada por la proteina de 140 kDa, Bl-integrina y
proteinas de union a colageno; ademas, se ha reportado que las proteinas FAK, Src,
paxilina y vinculina también estan implicadas en esta adhesion y reestructuracion del
citoesqueleto, similar a lo observado para mamiferos [82]. Por tal motivo, Es necesario
un analisis exhaustivo de las redes de regulaciéon y las vias de sefializacién rio abajo de

EhPRL en respuesta a la FN para vincular el comportamiento del mRNA y proteina.

Un mecanismo propuesto para que EhPRL promueva la migracion celular en respuesta
a FN, como ha sido mostrado en el presente trabajo, podria ser por la regulacion fina
de la activacion o supresion de c-Fos mediada por la unién a receptores tipo integrina.
Recientemente, Hao Liu, et al., en el 2013, reportaron que en células de cancer de
ovario, PRL3 suprime la expresion de la integrina a2, pero no de su heterodimero
obligatorio, B1; ademas, suprime la expresion de paxilina por la supresion de c-Fos mas
no cJun o Spl [83]. En células LoVo, de cancer de colon se ha reportado que PRL3
promueve la migracion (en respuesta a medio suplementado con suero) e invasion (en
presencia de matrigel) a través de la sefalizaciéon B1 integrina-ERK1/2-MMP2. En
forma similar, utilizando técncias de doble hibrido, se ha mostrado que PRL3
interactura con la integrina al, la cual actua como proteina andamio para reclutar a
PRL3 para la desfosforilacion de la integrina 1, aunque no se ha reportado una

interaccion directa entre PRL3 y la integrina 1 [28]. Por tal motivo, bajo estimulos
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apropiados, dependientes de la interaccion con FN, EhPRL podria inducir la supresion
de c-Fos y suprimir la expresién o activacion de receptores tipo integrina (B1 o p2)
promoviendo asi la migracion celular y la invasividad de trofozoitos tras la disminucion
de receptores que mantienen adherida a la célula al sustrato. EnPRL podria requerir de
mecanismos de regulacion muy finos que orquesten su funcion, en respuesta a FN o
COL, de tal forma que se regule su participacion en la migracion en respuesta a FN, o

en la degradacion e invasion de MEC como respuesta a COL.

También se evalué el comportamiento del mensajero de EhPRL en trofozoitos
interaccionados con COL, por RT-PCR e inmunofluorescencia. Se observé una
modulacion positiva del mensajero con respecto al tiempo ya que el mMRNA de EhPRL
aumenté a los 30 min (* p<0.05) y hasta los 90 min de interaccion (**p<0.01). La
interaccibn de E. histolytica con COL ha sido estudiada pero los eventos de
sefalizacion no estdn completamente aclarados. La participaciéon de EhPRL en estos
eventos se describe por primera ocasion en el presente trabajo.

Dadas las observaciones obtenidas de la interaccion de trofozoitos con FN y COL,
podemos sefialar que EhPRL podria estar involucrada en dos procesos relevantes para
la patogenicidad. Por un lado, EhPRL podria participar en la migracion inducida por
union del trofozoito a la FN, a través de la union del receptor Bl-integrina de E.
histolytica, tal como se observé en los ensayos de migracion en transwell. Y por otro
lado, podria participar en la invasion a través de la degradacién de componentes de
MEC debido a la modulacion del mRNA y proteina EhPRL.

A continuacion se describe una posible secuencia de eventos biologicos
desencadenados por la unidn de trofozitos de Entamoeba histolytica a COL, en donde
EhPRL podria estar involucrada. La modulacién del mMRNA de EhPRL y los cambios en
la localizacion e intensidad de proteina, estudiados por IFI, sugieren el siguiente orden

de eventos:

l. Se ha reportado la participacion del receptor tipo-B1 integrina de E. histolytica en
la adhesion a COL durante el proceso de invasion del tejido humano [84]; por lo

tanto, la uniébn y activacion del receptor tipo Pl-integrina (B1-EhFNR) (y
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probablemente también de proteinas de unién al colageno de 30 kDa) son los
primero eventos desencados. Mittal K., et al, en el 2008, reporté que la
interaccion con galactosa, en un cultivo celular de trofozoitos, inhibe la adhesion
del trofozoito a COL de una manera dosis dependiente mientras que la manosa
no ejerce efecto significativo en la adhesiéon a FN, sugiriendo que la lectina
Gal/GalNac puede servir como un repector de COL. La subunidad pesada Hgl de
la lectina Gal/GalNac presenta homologia en la region C-terminal, con las

integrinas B2 y f7 de mamiferos [85].

EhPRL colocaliza con la actina cortical la cual forma parte de estructuras que
funcionan como organelos de transduccion de sefiales durante la adhesion
mediada por receptores y la locomocién celular de modo que, EhPRL podria
unirse a proteinas agrupadas en las placas de adhesién, como el receptor p1-
integrina o vinculina, y tras desfosforilacion del o los sustratos naturales, activar
las vias de sefializacion que culminan en la degradacion de la MEC promoviendo

la invasion.

Tras la activacion de receptores tipo Pl-integrina, se forma un complejo de
sefalizacion multimolecular alrededor del receptor, similar a adhesiones focales
de células de mamiferos. Las moléculas que forman este complejo son paxilina,

ppl2
citoesqueleto de actina [82].

57K vinculina y Src las cuales promueven la reestructuraciéon del

En E. histolytica se ha reportado que tras la activacion de la via de sefializacion
mediada por STAT, rio abajo de la fosforilacion de Src y la fosforilacion de
pp125™¥: o tras la activacién de la via de sefializacion mediada por STAT, rio
abajo de la activacion de ERK1/2 por la activacion de proteinas Ras, se conduce
a una sefializacibn membrana-nicleo que resulta en la sobre regulacién de la
expresion de c-Fos, lo que se ha asociado con un aumento agudo de la actividad
de la proteina de union a DNA, AP-1 [86].

En mamiferos se ha reportado que el incremento en la transcripcion del factor AP-

1, a través de la activacion de ERK1/2, induce la sobreregulacion de
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metaloproteasas de matriz como MMP2 y MMP9, lo que resulta en la liberacion de
proteasas que degradan la MEC. Lirong P., et al., en 2009 demostré que PRL3
se asocia indirectamente con la integrina 1, mientras que la integrina al actua
como un andamio para reclutar a PRL3 para la desfosforilacion en tirosina de la
integrina B1. La sobreexpresion de PRL3 se correlaciona positivamente con la
fosforilacion de ERK1/2, que lleva a la sobre regulacion de las metaloproteinasas
de matriz MMP2 y MMP9 [87, 88].

V. La movilizacién y liberacion de metaloproteasas derivadas de E. histolytica no ha
sido reportada; sin embargo, sugerimos que como elemento de degradacion en
contraparte, el pardsito protozoario puede movilizar y liberar proteinas con
actividad colagenolitica mediante la movilizacion y liberacion de granulos electron
densos (GED). Se ha reportado que, tras la interaccién de los trofozoitos con
COL, se promueve la movilizacion y liberacidon de estos GED que contienen
factores importantes en la patogenicidad, tales como cisteina proteasas EhCP1 y
EhCP2, entre otras proteinas citoliticas, involucradas en la degradacion de la
ECM [89, 90].

El mecanismo antes descrito es una propuesta que debe ser evaluada a detalle para

delucidar la funcion de EhPRL y su participacion en la patogenicidad.

En este contexto, se ha reportado la sobreregulacion de genes que codifican para
PTPasas y su participacion en la enfermedad. En humanos, la sobreexpresion de MKP-
1 y MKP-8 se ha asociado con el progreso del cancer [91]. En E. histolytica, por DD-
PCR Bruchhaus |I., et al.,, en el 2002, reportaron la sobreexpresion de genes
especificos, en amibas recuperadas de abscesos hepaticos (ferrodoxina, ciclofilina,
Rab7D, Grainin, flavoproteina y proteinas que unen calcio 1 y 2), indicando que
muchos genes del parasito son regulados en respuesta a estrés [92]. También se ha
reportado la expresion diferencial de PTPasas en E. histolytica; Herrera-Rodriguez S.,
et al., en 2006 reportd la sobreexpresion de EhPTPA en amibas recuperadas de

absceso hepatico, dicha sobreexpresién no se observé para EhPTPB, sugiriendo que la
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maquinaria de PTPasas es necesaria para la adaptacion del parasito al ambiente del
higado pero que ademas, no todas las PTPasas estan involucradas en mecanismos de
patogenicidad [54]. En el presente trabajo demostramos que el mRNA de EhPRL
también es sobreregulado en trofozoitos recuperados de absceso hepatico. De acuerdo
con nuestros resultados, durante el desarrollo de AHA, EhPRL podria fungir como un
gen de respuesta a la interaccion del trofozoito con el tejido del huésped, orquestando
la movilidad de los trofozoitos y la invasion por degradacion de la MEC en el intestino,
para promover la colonizacion e invasion a érganos distales ya que EhPRL incrementa
la motilidad del trofozoito. La participacion de la familia de PRL, en el proceso

oncogénico se ha estudiado ampliamente [42].

Sin embargo, una baja regulacion del mRNA de EhPRL también se observé en
respuesta a la interaccion de los trofozoitos recuperados de AHA, con COL. Este
comportamiento inesperado requiere ser estudiado ampliamente, sin embargo
hipotetizamos que la modulacién a la baja puede ser debido a que, como ha sido
sugerido por Pagarigan K., et al., en el 2013, EhPRL, tal como PRL1, podria actuar
también, contrarrestando la actividad oncogénica de Src. No es imprudente hipotetizar
gue la activacion de la maquinaria patogénica de amibas axénicas se induce en
respuesta a COL y que, a través de la cascada de sefalizacion dependiente de STAT,
EhPRL podria orquestar una mayor migracion celular y la invasion; mientras que
alternativamente, EhPRL también podria actuar como una proteina de supresion de la
migracion o del crecimiento celular, cuando un exceso de estimulos inducido por COL
se afiade a los trofozoitos que ya han sido previamente estimulados, por su pase a
través del higado. De esta manera, se estaria apoyando la presuncién de que PRL
contrarresta el crecimiento excesivo inducido por Src al restringir la division celular.
Pagarigan T. K., sugiere que el mecanismo para contrarrestar a Src es independiente
de la capacidad de PRL1 para inhibir el crecimiento bajo condiciones normales, que es
dependiente del motivo CAAX. PRL1 no afecta directamente la actividad de Src [93].
En virtud de esta ultima condicion, EhPRL podria unirse a otras proteinas Src de
membrana o a la propia Src y actuar como una proteina supresora tumoral. Este
importante hallazgo pone en realce la necesidad de identificar las condiciones que

permiten a EhPRL transformarse en una proteina patégena.
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Ademas, se requiere un analisis del promotor de EhPRL para establecer si la
modulacién del mensajero, en respuesta a COL, esta regulada dependiendo de la
funciones especificas de EhPRL (aumento o inhibicién del crecimiento, de la invasion y
de la migracion), dependiendo de las condiciones de cultivo (trofozoitos axénicos o
recuperado de absceso hepatico); o si dichos cambios a nivel de mRNA, son una
disminucion en la transcripcion del gen EhPRL durante la interaccion con COL. Un
comportamiento similar ha sido descrito por Herndndez-Alejandro M., et al., en el
2013, quienes reportan que la expresion de la proteina EhRabB disminuyo después de
5 min de la interaccion de los trofozoitos con eritrocitos. Hernandez-Alejandro M., et
al., muestran que esta interaccion induce una disminucién drastica en la vida media del
mensajero de EhrabB. Ensayos con el promotor mostraron que el motivo URE1 situado
en la region promotora de EhrabB esta implicado en la regulacion de la expresion de
este gen durante la fagocitosis, lo que sugiere que la expresién de genes particulares

de este parésito se controla en varias etapas [94].

Como una forma de evaluar la participacion de EhPRL en la migracion de trofozitos de
E. histolytica, se obtuvieron trofozoitos transfectantes que sobreexpresaban a la
proteina EhPRL. Los ensayos de migracion en transwell muestran claramente la
participacion de EhPRL en la migracién de la amiba, en respuesta a quimioatractantes
como SFB o FN. La estrategia experimental, como se explica en materiales y métodos,
se disefid para evaluar la participacion de la caja CAAX o de prenilacién de EhPRL en

la migracién celular.

La disponibilidad de la regién C-terminal para una posible modificacion postraduccional
por isoprenoides, tal como miristoilacion o farnesilacién, es un aspecto bioquimico
relevante para que EhPRL pueda direccionarse correctamente en la membrana; esto
es, la interferencia de la etigueta HSV, a la caja CAAX en C-terminal, resulté en una
proteina EhPRL que no promueve la migracion del trofozoito en respuesta a SFB o FN
(C-HSV), mientras que la proteina N-HSV, cuya proteina no esta interferida por la
etiqueta HSV en C-terminal, si promueve la migracién de trofozoitos, en comparacion
con C-HSV o con el vector vacio. Fiordalisi James J., et al, en el 2006, reportaron el
efecto de las proteinas PRL1 y PRL3 en la migracion celular, en donde el motivo CAAX
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fue mutado por SAAX. Como resultado de la mutacion, la migracion e invasion de
células SW480 fue inhibida, sugiriendo que PRL1 o PRL3 promueven la invacion y
motilidad de una forma dependiente de farnesilacién [43].

En el mismo contexto, Qi Zeng, et al., en el 2000 evalué el efecto de la delecion del
motivo CAAX de PRL2, perdiendo asi la marca para prenilacion. Como resultado de la
delecidon, PRL2 se localizé en el nucleo indicando que la prenilacion es necesaria para
la asociacion de la proteina en la membrana plasmética y endosomas tempranos [34].
El reconocimiento de la proteina no farnesilada, por delecion de CAAX, también ha sido
descrita para TcPRL1; dicha proteina truncada se localizé en el citoplasmica de los
epimastigotes [51]. EI mismo efecto se reporté para PRL3 por Pascaru Mihaela, et al.,
en el 2009 quienes mostraron que la proteina truncada en CAAX se relocalizaba en el
nacleo, confirmado que la asociacion a membranas plasmaticas y endosomas
tempranos es dependiente de la prenilacion. Por tal motivo, se decidid estudiar, por IFI
y fraccionamiento subcelular, la localizaciéon de las proteina N-HSV::EhPRL y C-
HSV::EhPRL. Por IFlI no se obsevé una relocalizacion de la proteina C-HSV “no
farnesilada” al nucleo, como se ha reportado para las 3 PRL de humano y TcPRLA1; sin
embargo, se observaron estructuras atipicas de agregacion de la proteina, similar a
“‘cometas de actina”; dichas estructuras no se tifieron con faloidina rodaminada, por lo
gue este interesante hallazgo debe ser ampliamente estudiado. Si bien, la proteina no
prenilada, C-HSV no se localizé en el nacleo fe E. histolytica, por WB de fracciones
citoplasmicas y membranales de trofozoitos transfectantes que sobreexpresaban a C-
HSV, se encontr6 a la proteina mayormente en la fraccion citoplasmatica, en
comparacion con la proteina N-HSV, la cual se localizé tanto en la fraccion citoplasmico
como en la membranal. Estos resultados concuerdan con lo previamente reportado
pero, para un mayor detalle de la participacion de CAAX en EhPRL, se requiere de la
construccion de la proteina EhPRL truncada en CAAX para evaluar el efecto también,
en la actividad catalitica ya que se ha reportado que en PRL3, la caja CAAX ejerce un
efecto inhibitorio en la catalisis, probablemente por la disminucion del acceso al
sustrato, por la trimerizacion favorecida que resulta en el ocultamiento del dominio

catalitico [61].
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VIII.

1)

2)

3)
4)

5)

6)

7

8)

9)

CONCLUSIONES

El genoma de E. histolytica contiene un solo gen, ehprl, que codifica una
PTPasa EhPRL funcional.

La proteina EhPRL comparte los dominios caracteristicos de la familia de PRLs;
estructuralmente es similar a HUPRL3.

EhPRL muestra una mayor afinidad hacia el sustrato OMFP.

EhPRL tiene actividad de proteina tirosina fosfatasa ya que es inhibida
enzimaticamente por el inhibidor NazVO,4 en una manera dependiente de dosis.
EhPRL se localiza tanto en citoplasma como en la membrana plamética, esta
altima ubicacion podfria ser resultado de una prenilacion y tras la relocalizacion
se estaria favoreciendo el contacto cercano de la proteina con lipidos o
receptores de membrana para la activacion de vias de sefializacion involucradas
en la patogénesis.

El presente estudio muestra diferencias en la expresion del mensajero de
EhPRL, en respuesta a MEC tal como FN o COL.

Cuando los trofozoitos se incuban con FN se induce una colocalizacién de
EhPRL con la actina cortical o proteinas formando complejos mientras se
incrementa también la proteina citoplasmatica durante el tiempo.

La sobreexpresion de EhPRL promueve la migracion celular en respuesta a FN,
dicha migracion es dependiente de farnesilacion en la caja CAAX de la region C-
terminal.

La interferencia en CAAX de EhPRL (por la etiqueta HSV) induce la relocacién

de la proteina C-HSV:EhPRL, a estructuras similares a “cometas™ en el
citoplasma; dicha interferencia resulta en la deteccion de la proteina C-

HSV::EhPRL en la fraccion citoplasmatica.

10)EhPRL puede estar asociada con la patogenicidad ya que esta proteina se

sobreexpresa en amibas recuperadas de absceso hepatico.

11)EhPRL participa en la migracion amibiana.
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IX. PERSPECTIVAS

Para la continuidad del presente trabajo se proponen las siguientes perspectivas:

e Evaluar el efecto de la sobreexpresion de EhPRL en la invasion mediante ensayos

en matrigel.

e Ensayos de inhibicién de EhPRL mediante siRNA y su evaluacion en la migracion e

invasion.

e Busqueda de sustratos celulares de EhPRL mediante ensayos de pull-down,
inmunoprecipitacion y WB para el disernimiento de las vias de sefializacion

involucradas.

e Evaluar el efecto de la sobreexpresiéon de EhPRL in vivo en el modelo de AHA en

hamster.

e Busqueda de inhibidores naturales de EnPRL derivados de extracto de epazote.
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