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RESUMEN

Los trofozoitos de Entamoeba histolytica tienen la capacidad de invadir y dafiar la mucosa
intestinal debido a diversos factores de virulencia, cuya expresion transcripcional se
encuentra regulada por varios factores de transcripcion (FTs). Los FTs més abundantes en
este parésito son los tipo Myb, que poseen un dominio de unién al DNA MYB (DBD Myb)
altamente conservado. Las proteinas EhMyb se clasifican en tres familias y en la familia | se
encuentra EnMyb10, el cual posee dos repetidos (R1 y R2) en su DBD Myb. En trofozoitos
que interacttan con células intestinales de ratén o que son incubados con explantes de colon
humano, se ha reportado un incremento del transcrito Enmyb10. Por lo tanto, el objetivo de
este trabajo fue analizar la contribucion de EhMyb10 sobre la expresion de genes que
codifican para algunos factores de virulencia, asi como su repercusién en la barrera epitelial.
En primer lugar, se llevo a cabo un robusto analisis bioinformatico, donde los genes de E.
histolytica expresados en condiciones basales, se clasificaron de acuerdo a su nivel de
expresion. Con este analisis se determiné que Ehmyb10 presenta una expresion media, al
igual que otros 162 genes que, ademas, contienen el elemento de reconocimiento a Myb
(ERM) en su promotor y que cambian su expresion (al menos + 1.5 veces) durante la
colonizacidn intestinal. De manera adicional, se llevé a cabo un andlisis ontologico para
identificar las funciones de estos genes y poder asi seleccionar algunos de ellos con funciones
relevantes durante la virulencia del parasito. Los genes seleccionados fueron: ras, bar/sh3,
aigl-1, aigl-1, hsp70y el coactivador transcripcional cotr. Experimentalmente, para conocer
el efecto de EhMybl10 sobre los genes seleccionados y sobre la barrera epitelial se
sobreexpres6 EhMy10 en trofozoitos. La sobrexpresion se confirmd mediante ensayos de
RT-PCR e inmunofluorescencia. En estos trofozoitos, los genes ras, bar/sh3, aigl-1, aigl-2
y cotr incrementaron su transcrito y el gen hsp70 disminuyd su expresion a nivel de mRNA.
En cuanto a la homeostasis epitelial, se incremento6 la permeabilidad de las células MDCK
tratadas con trofozoitos que sobreexpresaron EhMyb10. Ademas, estos parasitos tambien
produjeron un mayor efecto citopatico sobre las celulas intestinales SW480, en comparacion
con los trofozoitos control. En conclusion, nuestros hallazgos demuestran que E. histolytica
posee genes con el ERM, susceptibles a regulacion transcripcional por EnMyb10, dentro de

los cuales se encuentran algunos relacionados con la invasion epitelial.




ABSTRACT

The E. histolytica trophozoites have the ability to invade and damage the intestinal mucosa
by diverse virulence factors, whose transcriptional expression is regulated by several
transcription factors (TFs). In this parasite, the most abundant TFs are Myb, which possess a
highly conserved DNA MY B binding motif (DBD Myb). EnMyb proteins are classified into
three families and EhMyb10 belongs to the family, having two repeats (R1 and R2) in its
DBD Myhb. In trophozoites interacting with intestinal cells derived from mice or incubated
with human colon explants, an increase in the Ehmyb10 transcript has been reported.
Therefore, the aim of this work was to analyze the EnMyb10 contribution to the expression
of encoding genes for some virulence factors and its repercussion in the epithelial barrier.
First, by performing a robust bioinformatic analysis, the E. histolytica genes expressed in
basal conditions were classified according to their expression level. It was determined that
Ehmyb10 has a medium expression level, as well as other 162 genes containing the Myb
Recognition Element (MRE) in their promotor, and they also change their expression during
the intestinal colonization, at least +1.5-fold. In addition, an ontology analysis was carried
out to identify the gene functions and thus, select some with relevant roles during parasite
virulence. The selected genes were: ras, bar/sh3, aigl-1, aigl-1 and hsp70, and the
transcriptional coactivator transcriptional cotr. Experimentally, to know the EnMyb10 effect
upon the selected genes and epithelial barrier, EnMyb10 was overexpressed in trophozoites.
The EhMyb10 overexpression was verified by RT-PCR and immunofluorescence assays. In
these trophozoites, the ras, bar/sh3, aigl-1, aigl-2 and cotr genes increase their transcript
and the hsp70 gene decreases its MRNA level. Regarding epithelial homeostasis, an augment
of the permeability of MDCK cells treated with Ehmyb10-overexpressing trophozoites was
observed. Furthermore, these parasites also produced a greater cytopathic effect upon SW480
intestinal cells, compared to control trophozoites. In resume, our findings demonstrate that
E. histolytica harbors genes with the MER, susceptible to transcriptional regulation by
EhMyb10, and possibly some of them are related to the epithelial invasion.




1. INTRODUCCION

1.1 Amibiasis

La amibiasis o disenteria amebiana es una enfermedad infecciosa causada por el parasito
Entamoeba histolytica. Los huéspedes naturales de E. histolytica son los seres humanos y
posiblemente algunos primates (Stanley, 2003). Este parasito reside en el intestino grueso y
puede persistir durante meses e incluso afios, causando una infeccion asintomaética (cuando
se encuentra en la luz intestinal) o también puede derivar a una amibiasis invasiva en la cual
puede penetrar la mucosa intestinal, provocando colitis amibiana, con sintomas clinicos
como dolor abdominal, fatiga, fiebre, inflamacion, diarrea, pérdida de peso, ulceras en el
colon y disenteria con sangre; asimismo puede diseminarse a otros érganos como el higado,
pulmones y cerebro, formando abscesos (Acuna-Soto et al., 2000; Biller et al., 2010; Shirley
et al., 2018; SSA, 2016; Weber et al., 2016). A pesar de haberse descubierto hace mas de
100 afos, la cepa patdgena HM1:IMSS fue axenizada en Mexico en el Centro Médico
Nacional IMSS en 1967 de un paciente varon adulto que padecia disenteria amibiana y ha
sido la mas utilizada para reproducir las principales caracteristicas de la amibiasis intestinal

y hepética en modelos de esta enfermedad (Biller et al., 2009).

1.2. Epidemiologia de la amibiasis

La amibiasis se ha catalogado como la tercera causa de muerte entre las enfermedades
parasitarias causadas por protozoarios a nivel mundial, ya que prevalece en regiones donde
el manejo de residuos y la higiene no es adecuada, resultando en mas de 50 millones de
infecciones y hasta 100 mil muertes por afio. Siendo, ademas de las primeras 15 causas de
diarrea en los nifios que viven en paises en desarrollo (Adyankar et al., 2008; Cui et al., 2019;
Shirley et al., 2018). Aun asi, alrededor del 90% de las infecciones por E. histolytica son
asintomaticas (Kantor et al., 2018; Li et al., 2021).

La amibiasis puede afectar a hombres y mujeres de todas las edades por igual, sin
embargo, se ha observado que el genotipo sexual, la interaccion de las hormonas y
predisposiciones cromosomicas permiten que exista una variacion en el sistema

inmunoldgico entre un sexo y otro, por lo que se ha visto que, en general, los hombres son




mas susceptibles de presentar la amibiasis invasiva que las mujeres (Acuna-Soto et al., 2000;
Gay et al., 2021; Hernandez et al., 2021). Los factores que determinan la patogenicidad de
E. histolytica no estdn del todo determinados, pero se ha visto que, influyen en la
susceptibilidad de los individuos, por ejemplo, las caracteristicas del huésped, del parasito y
el ambiente (Chacin, 2013). Otros factores como el embarazo, tratamiento con
corticoesteroides, desnutricion y alcoholismo, aumentan el riesgo de complicaciones y
mortalidad cuando se presenta una infeccion por E. histolytica (Shirley y Moonah, 2016;
Stanley, 2003).

Los factores de riesgo que pueden derivar en infeccion, se presentan cuando se ingieren
alimentos o0 agua contaminados con quistes de E. histolytica, de forma fecal-oral, a través de
practicas sexuales orales y anales, por la falta de higiene en las manos, o por tener un contacto
cercano con animales infectados (Stanley, 2003; Wilson et al., 2012). La alta incidencia de
estos factores se presenta en paises donde existen condiciones de hacinamiento y en donde
la regulacion sanitaria es limitada o no estd bien establecida, ya que, en estos entornos la
exposicion al parasito es muy alta (Chou y Austin, 2021; Haque et al., 2003). Los paises que
se han visto més afectados por la amibiasis incluyen a México, India, muchos de Africa,
varios de América central y América del Sur. En cambio, en paises donde las condiciones de
salubridad estan mejor reguladas, como Estados Unidos, las infecciones por amibiasis son
raras (5 muertes por afio), siendo la tercera causa mas comun de diarrea cronica en individuos
que viajaron o migraron de zonas endémicas (Chou y Austin, 2021; Ross et al., 2013; Shirley
et al., 2018; Weber et al., 2016).

En México, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE) se encarga de
informar sobre nuevos casos de mas de 100 enfermedades, ademdas de proporcionar
infografias de diversos temas relacionados con la salud y efemérides. En su Boletin
Epidemiologico Nacional de Vigilancia Epidemiologica, en el afio 2021 y 2022 se han
reportado casos de enfermedades intestinales, de los cuales se incluyen datos de amibiasis

tanto intestinal como de absceso hepatico (Tabla 1).




Tabla 1. Casos de amibiasis intestinal y absceso hepéatico en México en la semana 20 del

Boletin Epidemioldgico Nacional

Datos registrados 2021 2022
Enfermedades intestinales 1,069,941 1,220,300
Amibiasis intestinal 39,995 42,064
Absceso hepético 139 187

*SINAVE. Boletin epidemiolégico (2 junio, 2022). Vol. 39, semana 20. Instituto Nacional de Referencia
Epidemioldgica.

1.3 Entamoeba histolytica

E. histolytica es una amiba parasito anaerobia y uno de los protozoarios mas patdgenos
identificados (Ragland et al., 1994). Este parasito presenta dos estadios diferentes durante su
ciclo de vida que van a depender del sitio donde se encuentre: el quiste infeccioso v el
trofozoito ameboide (Figura 1). El quiste es la forma de vida resistente, que puede sobrevivir
en el medio ambiente durante un periodo de tiempo prolongado, mientras que el trofozoito
es la forma activa, movil e invasiva que puede penetrar en la mucosa intestinal y destruir
células epiteliales e inflamatorias, pero que no puede vivir fuera del huésped (Chou y Austin,
2021) (Tabla 2).




Tabla 2. Morfologia de E. histolytica

Estadio de
vida

Trofozoito

Quiste

Caracteristicas

De forma variable (pleomorfa) y tiene
un tamafo que va de los 10-50 um.
Presenta un ndcleo bien estructurado,
con un tamafio que va de 4-7 pm.
Carece de mitocondrias y de otros
organelos tipicos, pero obtiene su
energia por conversion anaerobia de
glucosa y piruvato.

Su citoplasma contiene numerosas
vacuolas  delimitadas por una
membrana y que son generadas por la
alta tasa de fagocitosis y pinocitosis de
este organismo.

Tiene la capacidad de formar
estructuras como  pseuddpodos,
gracias a su citoesqueleto formado de
actina y miosina. Estas estructuras
contribuyen con su capacidad de
alimentarse y moverse sobre cualquier
superficie, dandole el poder de invadir
y destruir el tejido del huésped.

Se alimenta de bacterias y particulas
de alimentos en el colon.

Se divide por fisién binaria.

Tiene una forma redondeada-ovoide y
un tamafo de 10-20 pm de diametro.
Dependiendo su madurez, presenta de
uno a cuatro nucleos.

Su forma se ve delimitada por una
pared celular constituida
principalmente  de  carbohidratos,
proteinas de lectina de unién a quitina
y quitinasa, que le permite sobrevivir
al pH estomacal y llegar hasta el
intestino.

En la parte final del ileon o en el colon,
se desenquista y se forma el trofozoito.
El enquistamiento del parasito es un
proceso poco estudiado que se produce
por factores como la escasez de
nutrientes o el estrés; este proceso se da
en el colon para asi completar su ciclo
de vida y excretarse al medio ambiente
por las heces.

Los quistes son los  Unicos
responsables de la propagacion de la
enfermedad, porque los trofozoitos no
tienen la capacidad de enfrentarse a
ambientes externos.

Referencias

Stanley, 2003;
Chéavez y Gonzélez, 2013;
Saavedra y Olivos, 2017

Stanley, 2003;
Saavedra y Olivos, 2017;
Rawat et al., 2020.




S S

Figura 1. Formas de vida de E. histolytica. A) Trofozoito observado en un microscopio electrénico
de barrido. B) Trofozoitos después de ingerir eritrocitos, tincion hematoxilina-hierro. C) Quiste
observado en un microscopio electrénico de barrido. D) Quiste tratado con rojo de rutenio y
observado en un microscopio electronico de transmision, donde se distingue el nucleo (N), cuerpos
corpusculares (CC) y la pared del quiste (PQ) (modificado de Chavez y Gonzalez, 2013).

1.4. Ciclo de vida

La infeccién ocurre luego de que el huésped ingiere alimentos o agua contaminados con
quistes maduros. Cuando alcanzan la region del ileon terminal del intestino delgado, los
quistes pierden su pared quitinosa en un proceso poco estudiado llamado desenquistamiento,
del cual emergen los trofozitos (Rawat et al., 2020). El colon humano se encuentra recubierto
por una mucosidad que actta como un lubricante que facilita el transito del bolo alimenticio,
como capa protectora del epitelio subyacente y que la protege del estrés mecanico y contra
patdgenos (Thibeaux et al., 2013). Los trofozoitos de E. histolytica interactdan con el epitelio
intestinal y colonizan el sitio. Algunos pueden destruir la capa mucosa y la matriz
extracelular, lo que les permite el acceso al torrente sanguineo para dispersarse hacia el
higado, pulmones, cerebro y otras zonas del cuerpo, convirtiéndose en una enfermedad

invasiva. Aun se desconocen los mecanismos que dirigen el enquistamiento de los




trofozoitos, sin embargo, los quistes se forman cuando el parasito llega al colon y después
son expulsados en las heces hacia el ambiente, donde pueden infectar a otros humanos para
asi continuar con su ciclo de vida (Chavez y Gonzéalez, 2013; Haque et al., 2003; Singh y
Ehrenkaufer 2009).

1.5. Patogenia y virulencia

Luego del desenquistamiento, el trofozoito puede colonizar como comensal o producir
una amibiasis invasiva. Cuando es comensal, los trofozoitos llegan y se establecen en la luz
intestinal y se alimentan de la microbiota residente (que vive en la mucosa) por fagocitosis
(Weber et al., 2016; Wilson et al., 2012). Cuando es una amibiasis invasiva, diferentes
factores de virulencia en los trofozoitos, degradan la capa mucosa del colon, atraviesan las
células epiteliales del huésped y viajan a través de la circulacion sanguinea hasta el higado,
donde unos cuantos trofozoitos forman abscesos al rodear hepatocitos muertos y restos
celulares (Stanley, 2003; Wilson et al., 2012). Eventualmente, la infeccion entra a una fase
aguda, en la cual se puede presentar disenteria (dolor abdominal, fiebre, diarrea mucosa con

sangre, inflamacion y ulceracion intestinal) (Weber et al., 2016).

La capacidad que tiene E. histolytica para invadir el tejido del huésped depende de
diferentes factores de virulencia. Los trofozoitos entran en contacto con la capa de moco
intestinal por medio de lectinas que se unen a las mucinas coldnicas (Singh y Ehrenkaufer
2009) y después de adherirse a ella, la degradan por procesos citoliticos para llegar a la
superficie del epitelio como el aumento de Ca?* intracelular, produccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), pérdida de integridad de la membrana, fragmentacién del DNA vy
apoptosis (Bansal et al., 2009; Marie y Petri, 2014). Los trofozoitos también contienen
enzimas protectoras que evitan la respuesta inmunitaria innata y adaptativa agresiva del
huésped, entre otros (Chou y Austin, 2011; Guo et al, 2007). Los diferentes procesos y
proteinas de virulencia de E. histolytica se pueden visualizar en la figura 2 y se resumen en
la Tabla 3.
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Figura 2. Factores y procesos de virulencia en E. histolytica. 1) Adhesion: los trofozoitos tienen
contacto con la matriz extracelular epitelial mediante factores como la lectina Gal/GaNAc, EhADH
y EhSTIRP. 2) Citolisis: después del contacto con la célula blanco, E. histolytica secreta enzimas
proteoliticas que degradan la capa mucosa como EhCP-A5, colagenasas, fosfolipasas, proteinasas,
catepsina B, etc. Los amebaporos como APA-A, APA-B, APA-C favorecen el proceso de lisis al
provocar choque osmético en la membrana plasmatica de la célula blanco. 3) Fagocitosis: le permite
a E. histolytica alimentarse de bacterias entéricas, de residuos del bolo alimenticio, etc. Este proceso
es regulado por vias de sefalizacion que controlan la estructura del citoesqueleto (actina y miosina)
y el trafico vesicular (GTPasas). 4) Resistencia al estrés oxidante: es ocasionado cuando el huésped
libera neutréfilos, macréfagos, monocitos y células dendriticas que liberan ROS y NOS, las cuales
amenazan a los trofozoitos. Los parasitos contrarrestan esta accion, gracias a la presencia de algunas
moléculas de superficie, como la superdxido dismutasa (SOD), NADPH, peroxirredoxina y Fe-
hidrogenasa, quienes reducen las ROS hasta convertirlos en agua (modificado de Wilson et al., 2012).
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Tabla 3. Factores de virulencia presentes en E. histolytica

Factor de . .
. . Ejemplos Referencias
virulencia

Union de la amiba a las células de la mucosa a
través de la lectina especifica de galactosa y la N-
Adhesién acetil-D-galactosamina Gal/GalNAc, Glicosilasas,
Adhesina como EhADH, proteinas ricas en serina
(SREHP) de 52 kDa.
Después del contacto, los trofozoitos lisan las
células del huésped debido a que aumenta la accion Campos et al., 2011
de enzimas involucradas en el metabolismo de Chou y Austin, 2011
carbohidratos como cisteina proteasas (p. €j. Leippe y Herbst, 2004

Chadee et al., 1987
Haque et al., 2003
Petri et al., 2002

Citolisis EhCP1, ERCP2, EhCP5 y ENCP112, CP-A5), Martinez-Lopez et al.,
Amebaporos: fosfolipasas amibianas, Glicosidasas, 2004
B-amilasa, Proteinasas, lo que disminuye la capa Stanley, 2003
mucosa

Los trofozoitos ingieren liquidos, fragmentos
celulares, particulas inertes, globulos rojos u otras

células del huésped debido a la accion de Cornick y Chadee, 2017
Fagocitosis Componentes del citoesqueleto (Actina, Histona Naiyer et al., 2019
H3), Moléculas de superficie (M17), Cisteina Nakada-Tsukui et al., 2010
proteasas, GTPasas, EhRabs (EhRabA, EhRabB, Verma et al., 2020
EhRab5, EhRab7A, EhRab7B, EhRab8A,
EhRab11B)

Inflamacion del tejido y formacién de Glceras en el
huésped. El Lipopéptidofosfoglicano (LPPG) en la
superficie de membrana del paréasito es reconocido

por TLR2, TLR4 y TLR6 del huésped, resultando Lotter et al., 2009
Respuesta L .
mune en la activacion de NF-kB y la produccion de Stanley, 2003
diferentes citocinas como IL-8, II-10 y TNFa. La Wong-Baeza et al., 2010

infeccion induce apoptosis de las células del
huésped, lo que requiere la activacion de caspasas,
independiente de Fas y TNFa.
Las NOS y ROS que son liberadas por neutrdéfilos,
macréfagos y células dendriticas son
contrarrestadas por los trofozoitos con la accion de:
Resistencia  Superoxido dismutasa (SOD), que genera H20; en
al estrés presencia de O,, NADPH, que cataliza la reduccion Guo et al., 2007
oxidante de O, a H,0O,, Peroxiredoxina, que reduce el
H»0, en H,0, Fe-hidrogenasa participa en la
supervivencia al estrés oxidativo, lo que inhibe la
respuesta inmune del huésped.
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1.6. Genoma de E. histolytica

Un mejor entendimiento de la biologia de E. histolytica, se alcanzé con la primera
secuencia de su genoma publicado en 2005 por Loftus et al. (2005). Esto permitio
comprender cuales genes son funcionalmente importantes en este organismo y cuales son
cruciales en su proceso de patogenicidad. Inicialmente se predijeron 9,938 genes codificantes
y, posteriormente, se realizd un re-ensamblaje y re-anotacion del genoma en el trabajo de
Lorenzi et al., 2010, en el cual propusieron 8,201 genes con un tamafio promedio de 1,280
pb; dandose una reduccion de ~1,000 genes debido a la eliminacion de paralogos
aparentemente artificiales, modelos de genes muy cortos y genes truncados. El genoma de E.
histolytica tiene un tamafio de ~20 Mb organizados en 1,496 andamios. Puede considerarse
compacto, ya que las regiones intergénicas tienen un tamafio aproximado de 1,223 pb (Loftus
et al., 2005; Lorenzi et al., 2010, Wilson et al., 2019). En el genoma se identificaron 897
familias de genes que codifican para 4,564 proteinas (56% del proteoma) y 3,637 proteinas
“huérfanas”. De las familias de proteinas podemos encontrar: proteinas de uniéon a GTP,
proteinas ricas en leucinas similares a BspA, proteinas con dominios cinasa, AlIG1, de choque
térmico, etc (Lorenzi et al., 2010). Aproximadamente 20% del genoma consta de elementos
transponibles que tienen tendencia a formar grupos que contribuyen a la inestabilidad
cromosémica y, por lo tanto, a la variacién gendémica y evolucion de E. histolytica (Lorenzi
et al., 2008, Lorenzi et al., 2010).

1.7. Transcripcion en E. histolytica

La transcripcion es el proceso en el cual se forma una molécula de RNA a partir del DNA
de la célula. Asi, la célula puede expresar las “instrucciones” de sus genes, obteniendo
muchas copias idénticas, ademas de que cada molécula de RNA puede sintetizar una gran
cantidad de proteinas cuando sea necesario. Para transcribir de forma correcta un gen, laRNA
polimerasa Il transcribe la mayoria de los genes, pero necesita de proteinas llamadas
“factores generales de transcripcion” (FTs) para colocarse de forma correcta sobre la region
promotora (Alberts et al., 2015). EI promotor minimo (core promoter segin su nombre en
inglés) de E. histolytica tiene una estructura donde se han identificado tres elementos: una
caja TATA (GTATTTAAAG/C), aproximadamente 30 nt rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion; la secuencia iniciadora (Inr) (AAAAATTCA); y una secuencia unica en este
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parasito, la caja GAAC (AATGAACT), que se ubica de forma variable entre la caja TATA
y la secuencia Inr y que controla el inicio de la transcripcion independientemente de la caja
TATA e Inr (Purdy et al., 1996; Singh y Rogers, 1998).

Los primeros andlisis del genoma de E. histolytica, mostraron la presencia de una RNA
polimerasa Il Unica (RNApol Il) resistente a a-amanitina (Lioutas y Tannich, 1995). Esta
enzima tiene un dominio C-terminal (CTD) que carece de la secuencia repetida de
hetapéptidos; sin embargo, cuenta con secuencia enriquecida en serinas, las cuales pueden
fosforilarse, por lo que es posible que la RNApol 11 también sea blanco de cinasas y fosfatasas
para regular su actividad catalitica (Clark et al., 2007). También se han identificado genes
que codifican para FTs como: TFIl E, F y H, TBP (TATA-box binding protein por sus siglas
en inglés) y proteinas relacionadas (TRFs) (Castafion et al., 2010; Hernandez et al., 1997),
factores asociados a TBP (TAFs) 1, 5, 6, 10, 12 y 13, proteinas modificadoras de histonas,
proteinas de cisteina, cinasas relacionadas con la transduccion de sefales, metiltransferasas

y proteinas relacionadas a FTs o que se unen al DNA (Pearson y Singh, 2010).

A partir de la publicacion de la primera secuencia del genoma de E. histolytica por Loftus
et al. (2005), se realiz6 una variedad de estudios utilizando microarreglos de hibridacion y
RNA-seq para analizar el transcriptoma y conocer el perfil de expresion génica de este
parasito (Hackney et al., 2007; Hon et al., 2013; Naiyer et al., 2019; Weber et al., 2016). En
el trabajo de Hackney et al. (2007) y Naiyer et al. (2019) se clasificaron los genes segun sus
niveles de expresion, construyendo histogramas para identificar genes con expresion
diferencial con respecto al estado basal. Ademas, se reconocieron motivos reguladores en la
region promotora de los genes que presentan un nivel de expresion similar, utilizando
estadistica Bayesiana (Hackney et al., 2007). Los motivos reguladores se buscaron tanto rio
arriba como rio abajo del codon ATG, solos o0 en combinacion con otros sitios que podrian
estar asociados con una alta expresion génica y que son necesarios para una transcripcion
eficiente. Cabe mencionar que también se identificaron algunos genes relacionados con la
virulencia y supervivencia del parasito, como amebaporos y cisteina proteasas que mostraron
una expresion alta y, otros como los pertenecientes a la familia AIG1, en categorias de
expresion media y baja (Naiyer et al., 2019).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Factores de transcripcion (FTs) en E. histolytica

Los FTs son proteinas que se unen a secuencias cortas de DNA, de manera especifica a
través de sus dominios de union al DNA (DBD: DNA-binding domain, por sus siglas en
inglés), localizadas en los promotores de genes. Los organismos eucariontes se distinguen
por tener una gran diversidad de FTs especificos de cada familia (lyer et al., 2005), los cuales
regulan la expresion genica al interactuar en el complejo de pre-iniciacion, modulando la
actividad de la RNA polimerasa, lo que induce o inhibe la transcripcion de los genes en un
momento particular y en respuesta a diferentes sefiales extracelulares, por el sistema

regulador denominado regulon (Lee e Young, 2000; Nakashima et al., 2009).

Antes de comenzar la transcripcion, en organismos eucariontes el complejo de
preiniciacion (PIC, por sus siglas en inglés) se ensambla alrededor del sitio de inicio de la
transcripcion, después PIC interacciona con otros motivos rio arriba para facilitar la funcion
de la RNA polimerasa I, luego para iniciar la transcripcion, la proteina TBP que se ha
establecido como un FT universal y esencial requerido por los tres tipos de RNA polimerasa
para reconocer el promotor e iniciar la transcripcion en eucariontes, se une al DNA y recluta
proteinas en PIC (Berk, 1999; Hernandez et al., 1993). La composicion y secuencia del
promotor minimo dirige la formacién de PIC y define el sitio de inicio de la transcripcién, lo
que implica la interaccion de los FTs generales como TFIIA, TFIIB, TFIID, TFHE, TFHF,
TFIIH, que se ensamblan en el promotor central antes de la transcripcion (Hochheimer y
Tjian 2003). Las secuencias que reconocen estos factores se encuentran rio arriba del sitio
Inr (Loftus et al., 2015).

E. histolytica posee FTs similares a los del humano y son capaces de modular la actividad
transcripcional de los genes; ademas, reconocen secuencias de DNA en aproximadamente
500 pb rio arriba del promotor minimo (Azuara-Liceaga, 2005; Romero et al., 2007). En el
genoma de este parasito se han identificado genes que codifican para factores de transcripcion
similares a los de los eucariontes superiores como: Myb, bZIP, C2H2Znfinger, CBF/NYA,
HMG1, WRKY, STAT y HSE que requiere de uno o méas factores putativos similares a
HSTF. Los FTs con dominio Myb son los predominantes en E. histolytica (lyer et al., 2005;
Nieto et al., 2017).
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De todos los FTs identificados en este paréasito, solo se han caracterizado algunos pocos y

se encuentran implicados en diversos procesos (Tabla 4).

Tabla 4. Factores de transcripcion identificados en E. histolytica.

Funcién

Factor de transcripcion

Referencias

NF-Y Manna y Singh, 2019
Enquistamiento  EhMyb-dr Ehrenkaufer et al., 2007
ERM-BP Manna et al., 2018
EhHMGB1 Abhyankar et al., 2008
i(rl]ct);:tr;:]z::cién EhMyb10 Meneses et al., 2010
EhMyb-SHAQKYF Gilchirst et al., 2006
URE3-BP Gilchrist et al., 2001
EhURE1BP (EhTSN) Cézares-Apatiga et al., 2017
Virulencia EhEBP1 Gilchrist et al., 2001
EhEBP2 Schaenman et al., 2001
EhGATA Huerta et al., 2020
TATA-box binding protein (EhTBP) 'J:EOASZ?Z? ?66&13999
Otros C/EBP f/lzr:::]zaf te? ;I,"l 23(?2
Ehp53 Mendoza et al., 2003
EhPC4 Hernandez de la Cruz et al., 2016

2.2. Proteinas Myb

La familia de genes myb debe su nombre al oncogén v-myb del virus de mieloblastosis

aviar (AMV, myeloblastosis por su nombre en inglés), que causa leucemia aguda en animales

y transforma células hematopoyéticas en cultivo y fue el primer gen myb en identificarse

(Ganter y Lipsick, 1999; Lipsick y Wang, 1999). Esta familia de genes esta ampliamente

distribuida en todos los eucariontes, desde los unicelulares hasta los mamiferos y plantas. Se

le atribuyen muchas funciones durante procesos vitales para la célula como: la regulacion del

ciclo celular, la diferenciacion y para mantener la integridad del genoma, ya sea como FTs,
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proteinas de unién a telémeros o participando en el splicing (Dubos et al., 2010). De forma
general, las proteinas Myb se caracterizan por tener un Dominio de union al DNA tipo Myb
(DBD-Myb) conformado por repetidos imperfectos (de uno a cuatro), los cuales estan
formados por un nimero variable de aminoacidos (alrededor de 50-54). Cada repetido
presenta una estructura de tres a-hélices, donde la segunda y tercera a-hélices de cada uno
de los repetidos forman un arreglo hélice-giro-hélice (Du et al., 2015; Dubos et al., 2010),
con tres residuos de triptéfano separados por 18 ¢ 19 aminoacidos y formando un nucleo
hidrofobico en la estructura 3D (Dubos et al., 2010; Lipsick, 1996, Ogata et al., 1996; Oh y
Reddy, 1999). La tercera hélice se intercala en el surco principal del DNA, por lo que aqui
se da el sitio de reconocimiento (Azuara et al., 2007; Dubos et al., 2010; Oh y Reddy, 1999).

En la Tabla 5 y Figura 3, se muestran las proteinas Myb descritas hasta el momento y el
namero de repetidos que presentan en los diferentes organismos (Dubos et al., 2010; Oh y
Reddy, 1999).

Tabla 5. Repetidos en proteinas Myb

Proteina Myb Numero de repetidos Estructura
R1-Myb 1 1R-Myb
2R-Myb 2 R2R3-Myb
3R-Myb 3 R1R2R3-Myb
4R-Myb 4 R1R2R3R1/2-Myb
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Figura 3. Factores de transcripcion Myb. Se muestra el nimero y posicion de los repetidos y se
sefiala en qué organismos se han identificado (tomado de Arratia y Aguirre, 2013).

Diferentes analisis han demostrado que los repetidos R2 y R3 son estrictamente necesarios
para la union de Myb con el DNA, ya que interaccionan con el surco principal y se unen de
forma cooperativa al motivo de secuencia de DNA especifico, mientras que R1 ayuda a
estabilizar el complejo formado por R2R3-DNA (Dubos et al., 2010; Oh y Reddy, 1999).
Posteriormente, se encontrd que existia un motivo altamente conservado, sin la estructura
candnica de Myb en las familias R1, al que se denomind SHAQKYF (Thibeaux et al., 2013).
La proteina con este dominio, conocida como Myb-SHAQKYF, se ha encontrado
principalmente en plantas como Glycine max (soya), Oryza sativa (arroz), Arabidopsis
thaliana (de la familia de las brasicaceas), Solanum tuberosum (papa) y Solanum
lycopersicum (jitomate); en algas como el alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii; y en
amibas como Dictyostelium discoideum y E. histolytica (Cardenas et al., 2021).

2.2.1. Proteinas Myb en eucariontes

Se han identificado tres genes relacionados con v-myb: c-myb, A-myb y B-myb en
vertebrados, insectos, hongos y mohos mucilaginosos (Lipsick, 1996; Weston, 1998). Estas
proteinas Myb poseen un DBD altamente conservado de tres repetidos cerca de su extremo
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amino, ademas de que se ha podido identificar un dominio de activacion transcripcional en
la seccidn hidrofilica (parte central) presente en las proteinas c-myb y A-myb, pero no en B-
Myb y un dominio regulador conservado en la seccion carboxilo terminal (Figura 4) (Arratia
y Aguirre; Lipsick, 1996; Oh y Reddy, 1999). A-myb y B-myb que también contienen el
DBD-Myb y comparten homologia con regiones de c-myb (Weston, 1998). A-myb se
encontrd que se expresa predominantemente en células germinales, células epiteliales
mamarias de ratones prefiados, en ovarios, centros germinales del bazo (células B) y en el
sistema nervioso central durante el desarrollo (Arratia y Aguirre, 2013; Davidson et al.,
2013). B-myb tiene una expresion ubicua y se ha implicado en el control de la proliferacién
celular, en especial en la transicion G1/S del ciclo celular (Bergholtz et al., 2001; Sitzermann
et al., 1996). El oncogén viral v-myb del AMV causante de leucemia aguda en animales se
ha comparado con c-myb, ya que ambas estan envueltas en procesos que afectan el
crecimiento y la diferenciacion en varios tipos celulares (Lipsick y Wang, 1999; Weston y
Bishop, 1989). Con respecto a c-Myb, éste posee repetidos R1-R2-R3 y se ha reconocido
como la estructura candnica de los genes myb (Figura 4).

MYB R1R2R3 Activacion
transcripcional
[ 1
Regulador negativo
Repetidos
PPP S
. |
1 T s,
Unién al DNA ~--Acido
40 * 50 60 * 70 80 -;;-n“"”-»._;___
R1 LGKTRWTREEDEKLKKLVEQN|GTDDWKVIANYLPNRTDVQCQHRWQKVLNPE
90 * 100 110 * 120 130 * 140
R2 LIKGPWT [KEEDQRVIKLVQKY|GPKR WSVIAKHLKGRI|{[GKQCRERWHNHLNPE
N H D
* 150 160 * 170 190
R3 VKKTSWT [EEEDRIIYQAHKRLG - NRWAEIAKLLPGRT|DNAIKNHWNSTMRRKV

Figura 4. Estructura de c-Myb humana. EI DBD estd compuesto por una serie de repetidos
altamente conservados (azul). En magenta se marca el dominio de activacion transcripcional acido
(ausente en B-Myb y en proteinas Myb de invertebrados). En verde se marca el dominio regulador
negativo conservado. P indica los sitios de fosforilacion. S indica sitios de SUMOilacion. El
alineamiento en la parte inferior muestra la secuencia de aminoacidos en cada uno de los repetidos.
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Los triptéfanos conservados se encuentran marcados con asteriscos. Cada repetido conserva la
estructura de tres a-hélices, donde la segunda y la tercera hélice se intercalan con el surco principal
del DNA, siendo el sitio donde se da el reconocimiento (enmarcado en negro). Modificado de
Davidson et al., (2013)

A diferencia de los animales, en plantas las proteinas Myb son los FTs més abundantes,
ya que se han identificado cientos de genes myb en diferentes organismos, de los cuales el
40-60% comparten homologia con c-myb de vertebrados (Dubos et al., 2010, Arratia y
Aguirre, 2013). Las proteinas Myb participan en la morfogénesis celular y en el control del
ciclo celular, regulan el metabolismo primario y secundario, la fotosintesis, el movimiento y
el ciclo circadiano, contribuyen en la respuesta al estrés biético y abidtico para la formacion
de la raiz y el control de la biosintesis de la pared celular, entre muchas otras funciones
(Dubos et al., 2010, Arratia y Aguirre, 2013; Feller et al., 2011). En estos organismos se
identificé que el DBD-Myb se encuentra ricamente conservado y contiene de 1 a 4 repetidos
imperfectos (RO, R1, R2 y R3) (Hong et al., 2022). Las proteinas que contienen DBD R2R3-
Myb son la familia mas grande de FTs en plantas (Rabinowics et al., 1999).

Los parésitos protozoarios requieren de un control fino y preciso de su expresion genica.
Con estudios recientes se ha identificado que varios procesos involucrados en la regulacion
de la expresion genica que requieren de componentes entre los cuales se encuentran los FTs
(Gomez et al., 2010; Walters y Temesvari, 2021). De los FTs identificados en parasitos
prorozoarios, las proteinas Myb se encontré que participan en procesos como en la
patogenicidad, la diferenciacion celular y la evasion al sistema inmunitario del huésped, entre
otros eventos celulares, ya que deben mantener un control muy estricto en la expresion de
genes implicados en estos mecanismos (Gomez et al., 2010). Algunos de los miembros de la

familia Myb identificados en protozoarios se resumen en la Tabla 6.
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Tabla 6. Presencia de las proteinas Myb en protozoarios

Organismo Factores Myb Funcién Referencia
Necesario para el crecimiento
. ; dentro del eritrocito y regula
Plasmodium PfMyb1: Homologo de . yTeg .
. genes clave involucrados en  Gissot et al., 2005
falciparum Mybl

la regulacion y progresion
del ciclo celular

Trichomonas
vaginalis

TvMyb1-3

Reprime o activa ap65-1. Se
une a MRE-1 y MRE-2f

Ong et al., 2006
Jiang et al., 2011

Dictyostelium

DdMyb1, MybR1R2R3,
DAMYB2

Participan en la expresién del
gen ACA, en la quimiotaxis
y la agregacion y
diferenciacion celular

Se relacionan con la

Otsuka y Van
Haaster, 1998

discoideum MybR1R2R3, DdMyb3  maduracién de esporas y la
P Fukuzawa et al.,
smtleS|s de SDF-1y SDF-2 2006
R e, o el
MybSHAQKY fructifero)
Relacionados con la sintesis
Giardia de proteinas de la pared del Huang et al., 2008
lamblia gMb2, MybR1R1 quiste, durante el proceso de  Sun et al., 2002
enguistamiento
Trypanosoma Involucrados con la
brucei, TRF-like (TRFly ., . da Siva et al., 2010
Leishmania  TRF2) proteccion de los telomeros 7\ oy "0
. del extremo cromosomico
amazonensis
Toxoplasma BFD1 Diferenciacion de taquizoito ~ Waldman et al.,
gondii Myb,R2R3 a bradizoito 2020
EhMyb-dr, Regulan la conversién de Ehrenkaufer et al.,
MybSHAQKY, estadio 2009
Regulacion transcripcional
de genes que participan en
;2:2?;32261 MybR2R3, EhMyb10 transduccion, transporte g/cl)iréeses etal,

vesicular, choque térmico y
virulencia

EhTRF-like

Proteger el DNA telomérico

Rendon-Gandarilla
etal., 2018
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2.2.2. Proteinas Myb en E. histolytica

Con el andlisis filogenético del DBD se predijo que las proteinas Myb constituyen los FTs
especificos mas abundantes en E. histolytica (lyet et al., 2008). Para determinar el papel de
las proteinas que contienen el DBD-Myb en E. histolytica, se realiz6 un estudio genémico en
el que se utilizaron los marcos de lectura abierta que codifican para DBD-Myb y comparando
la secuencia con c-myb de humano, se identificaron 32 proteinas Myb que tienen longitudes
que van desde los 93 hasta los 707 amino&cidos. De estas proteinas, 15 poseen repetidos del
tipo DBD-R2R3Myb y 17 tienen una repeticion R2 o R3. Mediante anélisis de inferencia
filogenética y homologia, se clasifico a la mayoria de las proteinas Myb en tres familias: 14
proteinas en la familia | (EhMybR2R3), 5 proteinas en la familia Il (proteinas de unién a
telomeros) y 9 en la familia 11l (EhMybSHAQKYF), (Meneses et al., 2010) (Tabla 7). Las
proteinas teloméricas de la familia Il de E. histolytica tienen una funcion similar a las
proteinas homologas TRF1 y TRF2 humanas, las cuales protegen los extremos de los
telomeros (Fairall et al., 2001; Renddn et al., 2018). Las familias | y 11l estan relacionadas a
la funcién de FTs, ya que la familia | exhibe homologia y alta identidad con el FT c-Myb
humano, corroborando su funcion como FT en el trabajo de Meneses et al., (2010), mientras
que a familia 111 que agrupa proteinas SHAQKYF pueden formar complejos DNA-proteina

de forma especifica (Meneses et al., 2010).

Tabla 7. Familias con DBD-Myb en E. histolytica

Familia Numero de dominios Referencias
Contienen dos DBD (MybR2R3) y son las que presentan Meneses et al., 2010
| mayor homologia con c-Myb y estructuralmente al DBD Pearson y Singh,
Myb de las plantas. 2010
I Presentan un solo DBD. Esta familia es similar a proteinas ~ Pearson y Singh,
humanas de union a telémeros. 2010

Contienen un solo dominio DBD. Esta familia es similar a Meneses et al., 2010
11 proteinas SHAQKY presentes en algas y Dictyostelium Pearson y Singh,
discoideum 2010

El primer FT con DBD-Myb descrito en E. histolytica fue EhMyb-dr, perteneciente a la
familia SHAKQY, teniendo solo uno o dos dominios Myb y compartiendo un motivo
conservado (SH[A/L]JQKY[R/F]) (Rose et al., 1999). A través de este dominio, EnMyb-dr
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interactta con motivos ricos en C en promotores de genes relacionados con el proceso de
enquistamiento. EhMyb-dr juega un papel importante durante el desarrollo de este parasito,
ya que regula la expresion de varios genes especificos en cada etapa de conversion de estadio

en su ciclo de vida, (Ehrenkaufer et al., 2009).

Otro FT Myb es EnMybS (EhMybS3), que cuenta con DBD-Myb SHAQKEF similar a los
Myb de la familia Reveille (RVE), importantes en la regulacion del ciclo circadiano de las
plantas, y mediante andlisis in silico se identificO que poseen un DBD-Myb altamente
conservado, estructurado y con residuos intrinsecamente desordenados. EnMybS3 es la Unica
proteina con DBD-Myb en la que se ha descrito su estructura tridimensional, la cual esta
compuesta por tres hélices a y posee un nucleo hidrofébico, similar a otras proteinas Myb
(Cardenas et al., 2021).

Los factores de union a repetidos teloméricos (TFR) TRF-like I, 11 y 111 se encontraron en
este parasito, demostrandose mediante analisis in silico que comparten similitud con TRF
humano: EhTFR-like 'y Il con TRF1, mientras que EnTFR-like 111 con TRF2. Estas EnTRF-
like se encontraron ubicadas en la region telomérica, ademéas de que EnTFR-like Il forma
complejos DNA-proteina especificos con estas secuencias (Rendén-Gandarilla et al., 2018).
Hasta la fecha, solo las proteinas EnMybdr, EnMybS3 y EnMyb10 se han caracterizado en

esta amiba.

2.2.3. EhMyb10

EhMyb10 es una proteina de 153 aminoacidos que tiene una masa molecular de 17.9 kDa
y conserva el DBD hélice-giro-hélice en sus repetidos R2 y R3 (Figura 5). Mediante ensayos
de EMSA, se comprob6 que este FTs reconoce una secuencia consenso en los promotores,
conocida como elemento de reconocimiento a Myb (ERM) (TAACGG) (Meneses et al.,
2010). Existen otros 246 genes en E. histolytica que contienen el ERM en sus promotores,
de los cuales 16 son cinasas, 7 codifican para proteinas con seis repeticiones ricas en leucina,
similares a BspA (involucrada en la invasion tisular y la quimiotaxis hacia TNF-a (Silvestre
et al., 2015), 8 son miembros de la familia AIG1 (regulan la adhesion de las células del
huésped) (Nakada-Tsukui et al., 2018), y otros son genes diana como los de la familia hsp70

( que codifican para proteinas de choque térmico) (Santos et al., 2020).
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En un analisis transcripcional del genoma de E. histolytica realizado en trofozoitos
aislados del colon de ratones CBA/J infectados en etapas tempranas (dia 1) y tardias (dia 29),
comparados con parasitos en cultivo, revel6 que el gen ehmyb10 aumento su expresion 2.87
veces, desde el primer dia de invasion al tejido intestinal (Gilchrist et al., 2006), mientras que
al haber estado en contacto con explantes de colon humano (para reflejar el proceso de
invasion intestinal) reflejé un increment6 de 1.9 veces en su expresion (Weber et al., 2016).
Este hallazgo sugiere que este FT participa de manera relevante en procesos de virulencia en

E. histolytica.
DBD
Phosphorylated sites: Y12S20 S52 S64 S86 S87 S108 Si12 S127
O-glycosylation sites: T4 T11 l T151
1 153 aa 17.9 kDa
130 75 an 11 s
EhMyb10 __- VRNRYK ~~~__
i NLS S~
il Repeat 2 Repeat 3 B
[ ] [ ] [ ]
R

(]
c-Myb FcriRaee N AIELE O HERE S I3 TSN RIRE KOCRERWISINF RTSEAEEERT KR fE I
Myb14 At Hcp INYE T4EHS QzR\GpAIRe KIE CRIERW INFILIZ Fjs TRRE PQ @2 QTR EST) ABEA R
EhMyb10 ! h RG‘ GIKE AK] S REEKOCRERE INHI|8 PE I8 Kl2 PWSEE[E DI 1ISCL 4B R KWSE L SK
EDI_002580 A ‘RG¥ 55 7] B KOCRERH INH I8 PG 1B K PWSEEE D g T iCTH|
TvMyb1 BTEEEL LS IOOLIME <Dﬁp ES M TR RNMEROCRER! I PATREDs HAAMLIIEKYAEY]|

Figura 5. Estructura de los repetidos R2 y R3 de EnMyb10. En el cuadro rojo se resaltan los
repetidos R2 y R3 que tienen interaccion con el DNA en el dominio DBD-Myb. Se muestra también
la secuencia de la sefial de localizacion nuclear (NLS, por sus siglas en inglés) y los posibles sitios de
fosforilacion y O-glicosilaciéon. Los puntos negros en el alineamiento destacan los residuos de
triptéfano conservados en diferentes especies: c-Myb (Homo sapiens), Myb14 At (A. thaliana),
EhMyb10 (E. histolytica), EDI_002580 (Entamoeba dispar), TvMybl (T. vaginalis). Tomado de
Azuara-Liceaga et al., 2015
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3. JUSTIFICACION

Entamoeba histolytica es un parasito que produce dafio epitelial importante gracias a sus
factores de virulencia, los cuales pueden ser regulados a nivel transcripcional por factores de

transcripcion tipo EnMyb.

Dado que el factor EnMyb10 se expresa de manera significativa durante la invasion y
colonizacion intestinal, es de relevancia conocer si afecta la expresion de genes que codifican

para factores de virulencia, asi como su repercusion sobre la barrera epitelial.

4. HIPOTESIS

EhMyb10 afecta la transcripcion de genes que codifican para factores de virulencia de E.

histolytica, favoreciendo la colonizacidn intestinal.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Analizar la participacion del factor de transcripcion EhMybl10 en la regulacion
transcripcional de genes relacionados con la virulencia de E. histolytica y su efecto en la

barrera epitelial intestinal.

5.2. Objetivos particulares

1. Analizar in silico los promotores de genes de E. histolytica que contengan el elemento
de reconocimiento a Myb (ERM) y que modifiquen su expresion durante la colonizacion

intestinal.

2. Correlacionar la expresion de genes de E. histolytica involucrados con la colonizacion
intestinal y la expresion de EnMyb10, mediante anélisis in silico.

3. Determinar la expresion de posibles genes blanco en trofozoitos que sobreexpresan
EhMyb10.

4. Evaluar el efecto de la sobreexpresién de EhMyb10 en trofozoitos sobre diferentes

propiedades de virulencia in vitro (efecto citopatico y permeabilidad epitelial).
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Entamoeba histolytica

Anélisis in silico

Busqueda del ERM en los
promotores de genes
+ 500 pb
\.* Transcriptoma expresion basal

(" Clasificacion de genes de acuerdo
con su expresion

* Gréafico de frecuencias

\.* TPM, log,, normalizacion

/

Genes con expresion media
+ Transcriptoma de colonizacion
intestinal (Dias 1y 29)

|\

s

Analisis ontologico
* PANTHER, Amoebadb

|

de genes
| * MEME, XSTREME

4 a
Motivos conservados en promotores

Seleccion de genes
blanco

Figura 6. Estrategia experimental general
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Analisis bioinformatico

7.1.1. Busqueda del Elemento de Reconocimiento a Myb (ERM) en los
promotores de genes de E. histolytica

Para identificar los genes que tienen el ERM en sus regiones promotoras, se realizd una
busqueda empleando el motivo ([C/T]JAAC[G/T]G) que corresponde al ERM candnico,
como se describié en Meneses et. al., (2010). Para ello se tomaron como referencia 500 pb
rio arriba del sitio de inicio de la traduccion (ATG). Esta actividad se realizé con ayuda del
M. en C. Helios Cardenas Hernandez. Mediante este analisis se identificaron 846 genes que

tienen la secuencia del ERM en sus posibles regiones reguladoras.

7.1.2. Clasificacion de genes con ERM de acuerdo a su nivel de expresion

basal

Una vez seleccionados los genes que contienen el ERM, se obtuvieron los valores de
expresion en transcritos por millon (TPM), a partir del transcriptoma en condiciones basales
de cultivo publicado por Shabardina et al. (2018) y empleando la base de datos AmoebaDB
(https://amoebadb.org/amoeba/app). Los valores de expresion basal en TPM se procesaron
de la siguiente forma: 1) se obtuvo el log. de los TPM; 2) se calcul6 la media de estos valores
(X) y desviacion estandar (DS) de los datos; 3) cada valor se normalizd con la siguiente
ecuacion: (logz TPM — X)/DS. Con los valores normalizados se realiz6 un grafico de
frecuencias, utilizando el programa R y posteriormente, se calcul6 el percentil de 70 a 85
para clasificar a los genes de acuerdo a sus niveles de expresion en: muy baja, baja, moderada,
alta y muy alta (Hackney et al., 2007; Naiyer et al., 2019). Empleando estadistica Bayesiana
se calculo la probabilidad de que EhMybl10 perteneciera a alguno de los 5 grupos,
encontrandose que pertenece al grupo de expresion moderada. Por tal motivo, se
seleccionaron 591 genes con expresion moderada. Para este andlisis se contd con la ayuda

del M. en C. Carlos Martinez, Profesor de la Academia de Mateméaticas, UACM.
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7.1.3. Seleccion de genes con ERM que modifican su expresion durante la

colonizacién intestinal

Se realiz6 una busqueda exhaustiva de publicaciones de transcriptoma (RNA-seq y/o
microarreglos) de E. histolytica, relacionados con eventos de virulencia. De estos trabajos,
se selecciono el transcriptoma de Gilchrist et al. (2006), disponible en la base de datos
AmoebaDB. En dicho trabajo, se utilizo el modelo de raton CBA/J y se analizaron los dias 1
y 29 de colonizacién intestinal. En este reporte, el gen ehmyb10 aument6 2.87 y 1.25 veces
en el dia 1y 29, respectivamente. Empleando la base de datos AmoebaDB se analizaron los
591 genes que tienen el ERM y que pertenecen al grupo de expresion moderada, para
identificar a aquellos que modificaron su expresion durante la colonizacion intestinal al

menos £ 1.5 veces en los dias 1 y 29 de colonizacion intestinal.

7.1.4. Analisis ontoldgico de los genes

Los genes que contienen el ERM y que modificaron su expresion durante la colonizacion
intestinal se analizaron primeramente mediante un analisis de enriquecimiento de palabras
(WE: Word Enrichment por sus siglas en inglés), empleando la base de datos AmoebaDB y

un valor de p<0.05.

En tanto que el andlisis ontoldgico, se llevé a cabo en las plataformas AmoebaDB y
PANTHER Classification  System  (http://www.pantherdb.org/geneListAnalysis.do),
siguiendo los criterios: procesos bioldgicos, componentes celulares, funciones moleculares y

clases de proteinas.

7.1.5. Identificacién de motivos conservados en promotores de genes con
ERM

Se utilizo la base de datos de AmoebaDB para obtener la region de 500 pb rio arriba del
ATG de cada uno de los 162 genes que contienen el ERM y que modificaron su expresion
durante la colonizacion intestinal. Las secuencias obtenidas de los promotores se analizaron
empleando la plataforma MEME suite (https://meme-suite.org/meme/tools/meme) y
XSTREME (https://meme-suite.org/meme/tools/xstreme) version 5.4.1, y como parametro

de busqueda de los motivos se eligieron secuencias con 6-12 nucleétidos.
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7.2 Cultivo de E. histolytica

Los trofozoitos de E. histolytica cepa HMI:IMSS se crecieron en cultivo axénico, en tubos
de vidrio, a 37 °C, en medio TYI-S-33 (Diamond et al., 1978) con 20% de suero bovino
adulto (Microlab) inactivado por calor, 3% de vitaminas (Diamond et al., 1978), penicilina
(100 U/mL) y estreptomicina (100 pg/mL). En los diferentes experimentos, los trofozoitos

se utilizaron en su fase logaritmica de crecimiento.

7.3 Sobreexpresion de EnMyb10 en trofozoitos

7.3.1. Transformacion de células competentes de Escherichia coli DH5a.

Los plasmidos pKT3M (control) (Saito-Nakano et al., 2004) y pKT3M-ehmyb10 fueron
proporcionados por la Dra. Elisa Irene Azuara de la UACM, cuyo grupo de trabajo clond la
secuencia completa del gen ehmyb10 en el plasmido pKT3M (entre los sitios de restriccion
Smal y Xhol). La construccion pKT3M-ehmyb10 contiene: dos promotores, el de actina (que
permite la expresion del gen de resistencia a neomicina) y el de cisteina sintasa (que dirige
la expresion del gen ehmyb10). Esta construccion también tiene una etiqueta 3-myc en el
extremo 5” del gen ehmyb10, lo cual permite expresar a la proteina con una bandera de myc
(Figura 7).

css""@’; csa

[ e

LRV o8N SPY INye ehmyb10

(Spd Smal Ecoalxmj

pKT-3M

Figura 7. Vector de clonaciéon pKT3M (modificado de Saito-Nakano et al., 2004).

Ambos plasmidos se expandieron en bacterias E. coli DH5a, empleando el método de
transformacion. Se utilizaron 50 pL de células competentes a las cuales se les agregaron 20
ng de cada uno de los plasmidos (pKT3M y pKT3M-ehmyb10). La mezcla se incubo a 4°C
durante 30 min y se sometié a choque térmico de 42°C por 45 seg con agitacion vigorosa.

Posteriormente, se incub6 a 4°C por 3 min y se adicionaron 300 pL de medio LB, para
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incubar el tubo en agitacion por 1 h a 37°C. Tras la incubacidn, las células transformadas se
sembraron en placas con medio LB-agar adicionado con ampicilina (100 pg/mL). Después,
se sembraron ~50 pL de la transformacion con asa bacterioldgica y se pusieron a incubar a
37°C toda la noche.

7.3.2. Extraccion de DNA plasmidico

El DNA plasmidico se aisl6 de las bacterias transformadas empleando el kit MAXI de
QIAGEN®. Las colonias bacterianas seleccionadas se inocularon en 1.5 mL de medio LB
suplementado con ampicilina (100 pg/mL), en matraces. Después de 24 h de incubacion a
37°C, con agitacion vigorosa (300 rpm), los cultivos fueron diluidos 1:500 en 500 ml de
medio LB + ampicilina y se incubaron a 37°C 12-16 h con agitacion de ~300 rpm. Para
cosechar las bacterias, éstas se centrifugaron a 8,000 rpm por 15 min a 4°C y se obtuvo la
pastilla, la cual se resuspendio con 10 mL de buffer de resuspension (P1) usando vortex, hasta
que no quedaron grumos. Posteriormente, se agregaron 10 mL de buffer de lisis (P2) y se
mezclo por inversion 6 veces hasta obtener una consistencia viscosa y azulada. Después de
5 min de incubacion a temperatura ambiente (TA), se agregaron 10 mL de buffer de
neutralizacion (P3), lo que promovid la aparicion de una textura blanca y esponjosa.
Inmediatamente, las muestras se mezclaron 6 veces por inversion, se incubaron 20 min a 4°C
y se centrifugaron a 8,500 rpm por 30 min. El sobrenadante se pasé por una columna del kit
de QIAGEN, previamente equilibrada con 10 mL de tampdn de equilibrio (QBT), dejando
que la columna se vaciara por gravedad. Posteriormente, la columna se lavé dos veces con
30 mL de buffer de lavado (QC) para eliminar contaminantes. A continuacion, se realiz6 la
elucién del DNA pasando 15 mL de buffer de elucion (QF) por la columna, la cual fue
colocada en un tubo conico de 50 mL con 10.5 mL de isopropanol. EI DNA se precipito por
centrifugacion a 8,500 rpm durante 30 min a 4°C vy la pastilla resultante se lavé con 5 ml de
etanol al 70% a TA y centrifugacién a 10,000 rpm por 10 min. El exceso de etanol se elimino
de la pastilla dejando secar las muestras a TA y una vez secas, se resuspendieron en 150 pL
de agua inyectable. La integridad del DNA se verificd en un gel de agarosa al 1% y su
concentracion se cuantificO mediante Nanodrop (Thermo Fisher Scientific). EI DNA

plasmidico se almacend a 4°C, hasta su uso.
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7.3.3. Transfeccion transitoria

Trofozoitos (~1x10°%) con crecimiento logaritmico se cultivaron en tubos de vidrio
pequefios. De forma paralela 5 pg de cada plasmido se mezclaron con 150 pL de medio TY -
S-33sin suero y 5 pL de Superfect (QIAGEN). Se pusieron las mezclas en vortex por 10 s 'y
se incubaron por 10 min a TA. Pasado el tiempo, se adicion6 1 mL de medio TY1-S-33 con
suero tibio. Estas mezclas se afiadieron a los trofozoitos pegados a los tubos y se adiciono,
ademas 1 mL de medio completo. Los tubos se incubaron de forma horizontal, por 10 min
37°C con 5% de CO», después se afiadieron 6 mL de medio TYI-S-33 completo y se
incubaron por 3 h mas. Pasado el tiempo, los tubos se incubaron a 4°C y una vez despegados,
los parésitos se transfirieron a tubos grandes de vidrio. Los trofozoitos se utilizaron a las 24,
48y 72 h post-transfeccion (hpt) en diferentes ensayos.

7.3.4. Ensayos de inmunofluorescencia

En placas de cultivo con 12 pozos se colocaron cubreobjetos previamente desinfectaos
con alcohol y sobre ellos se afiadieron ~8x10° trofozoitos suspendidos en 500 puL de medio
TYI1-S-33 complementado con suero, por pozo. La adhesion de los trofozoitos a los
cubreobjetos se permitio por 2 h, después de lo cual se extrajo el medio e inmediatamente los
parésitos se fijaron con etanol absoluto (~1 mL por pozo) frio a -20°C, durante 30 min.
Pasado el tiempo, se realizaron tres lavados con PBS y las preparaciones se bloguearon con
una solucion de albamina sérica bovina (BSA) al 1% durante 1 h a 37°C. Al cabo de tres
lavados con PBS, en una camara himeda, se incubaron los cubreobjetos con el anticuerpo
primario anti-myc de raton (1:500), toda la noche a 4°C. Después de tres lavados con PBS,
las preparaciones se incubaron en oscuridad con el anticuerpo secundario anti-raton acoplado
a Alexa 488 (1:250), durante 2 h a 37°C. Posteriormente, las muestras se lavaron tres veces
con PBS y se incubaron con el marcador nuclear 4',6-diamidino-2-phenylindolede (DAPI,
Thermo Fisher Scientific) por 10 min a TA y protegidas de la luz. A continuacion, se llevaron
a cabo dos lavados con PBS. Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos, utilizando el
preservador de fluorescencia Vectashield (Vector). Las muestras se sellaron con barniz de
ufias y se analizaron por microscopia confocal en un microscopio Zeiss (LS700), empleando

el programa ZEN Light Edition. Ademas, en este programa se cuantifico la intensidad de
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fluorescencia de la proteina EhMyb10 exodgena en la célula completa y en el nucleo,

empleando al menos 30 células.
7.4 Analisis de la expresion de genes blanco de EnMyb10 en E. histolytica

7.4.1. Extraccion y cuantificacion de DNA gendémico

EI DNA genomico de los trofozoitos se extrajo empleando el kit Wizard ® Genomic DNA
(Promega). Los trofozoitos (4 x 10°) se centrifugaron a 8,000 rpm durante 10 min. La pastilla
resultante se lavo con 20 pL de PBS, se agito vigorosamente para suspender a las amibas y
se centrifugd a 8,000 rpm por 10 seg para retirar el PBS. Posteriormente, la pastilla se
resuspendio en 600 pL de solucion de lisis de nacleos (NL), empleando una pipeta hasta
homogenizar completamente la muestra. Después, se agregaron 3 pL de RNasa, se mezcld
por inversién 2-5 veces y se incubd por 30 min a 37°C, seguido de una incubacion de 5 min
a TA. A la muestra se le afiadieron 200 uL de solucion de precipitacion de proteinas (PPS),
se agitd con vortex y se centrifug6 a 8,000 por 4 min. El sobrenadante (con el DNA), se
transfirié a un tubo limpio de 1.5 mL, se agregaron 600 pL de isopropanol a TA, se mezcld
suavemente por inversion hasta ver “hebras” blancas y se centrifug6 1 min a 8,000 rpoma TA.
La pastilla se lavo con 600 pL de etanol al 70% a TA y se centrifugd 1 min a 8,000 rpm a
TA. La pastilla se dejo secar, se le afiadieron 100 pL de solucidon de rehidratacién de DNA 'y
se incubd a 65°C durante 1 h, procurando mezclar de forma periddica, dando golpecitos al

tubo. EI DNA gendmico se almacené a 4°C.

7.4.2. Extraccion y cuantificacion de RNA total

El RNA total de los trofozoitos (1 x 10°) se obtuvo empleando 1 mL de TRIzol ® Reagent
(Sigma-Aldrich, USA). Después de homogenizar la muestra, se incub6 por 5 mina TA'y se
adicionaron 200 pL de cloroformo, se agitod por inversion por 30 segundos y se incub0 3
minutos a TA. Posteriormente, se centrifug6 a 12,000 rpm por 15 min a 4°C, se tomo la fase
acuosa (donde se encuentra el RNA), se le adicionaron 0.5 mL de isopropanol frio, se agit6
suavemente por inversion, se incubé por 10 min a TA y se centrifug6 a 11,000 rpm por 20
min a 4°C. La pastilla se lavé dos veces con etanol al 75%, centrifugando cada vez a 10,000
rpm. La pastilla se secd y resuspendié en 30-50 pL de agua inyectable. EI RNA total se

almacend a -20 °C, hasta su uso.
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7.4.3. Tratamiento con DNasa

El RNA total (1.5 pg en 8 pL) se incubd con 1 puL de DNasa | libre de RNasa (Promega)
y 1 pL de buffer B 10x, a 37 °C por 30 min. La reaccion se detuvo agregando 1 pL de solucion
Stop (EGTA 20 mM pH 8.0) y por incubacién a 65°C durante 10 min. La muestra se

almacend a -20°C hasta su uso.

7.4.4. Sintesis de cDNA

El RNA tratado con DNasa (1 jug), se mezclo6 con 1 pL de oligo DT (Promega), se llevé a
un volumen final de 5 pL y se incub6 a 70°C por 5 min y a 4°C por 5 min. Paralelamente, se
prepard una mezcla con 3 pL de buffer Improm 1l 5%, 2.4 uL de MgCl> 25 mM, 1 pL de
dNTPs, 1 uL de inhibidor RNAsin, 1 pL de transcriptasa reversay 7 pL de agua. Esta mezcla
se incubd con la solucion de RNA y oligo DT, a 25°C por 5 min (alineamiento), después a
42°C por 60 min (extension) y finalmente a 70°C por 15 min (para desactivar la transcriptasa

reversa). El cDNA se almacené a -20°C hasta su uso.

7.4.5. Disefio de oligonucleotidos para PCR

La secuencia de los genes analizados (ras, bar/sh3, aigl-1, aig1l-2, hsp70, cotr, ehmyb10
y s2 40s, como control de carga) se obtuvo en formato fasta, en la pagina AmoebaDB. El
disefio de los iniciadores de estos genes se llevd a cabo en los programas Primer designing
tool (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y Primer3Plus
(https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). La especificidad de
las secuencias obtenidas se corroboro mediante alineamiento
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch). Las caracteristicas de

los oligonucledtidos disefiados se mencionan en la Tabla 9.
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Tabla 9. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacidn de los genes analizados.

ID Nombre Secuencia del oligonucle6tido (-[g') Tamanfo
Rasfamily S TGGACAGTGAGTTTGACGAT 5338
EHI_096180 protein 139 pb
(ras) A GCAGCTGATGTAGTAGGAGC 55.1
BAR/SH3
domain S CCTCCAACAAAACCAAATCAA H9os8
EHI_105240 containing 168 pb
protein A TTGTGTTTGACGACGTTGGT 60
(bar/sh3)
. AATTGGAGAAACAGGTGTT
AIG1 family S CGAG G CAGGTGTTG 58.9
EHI_115150 protein TCCCTTGTAATCCTTCAGCTT 239 pb
(aigl-1) A . 59.3
AIG1 family S ACACAAAATGGGTTGAGGTG 548
EHI_126560 protein, putative A ' 136 pb
(aigl-2) A CCACCTACTACACCCTCGAA 55.7
Heat shock S CAACAGGAGCAATCAAAGCA 60
protein 70,
EHI_148990 putative A TTGACCAATCAATTCCTCCTG 59.9 240 pb
(hsp70)
Transcriptional S ACTTCCATTTGACGGTGACA 54.3
EHI_192520 coactivator, TGAAATTCCTTTTTGTCCTGG 145 pb
. A 52.8
putative (cotr) T
40?(;':;32?6" S GAGATCACAACGGTCATGCT 62
EHI 020280 P ey 190 pb
P A CTGACACGAACTGAACCACA 55
(s2 40s)
Myb-like DNA- S AGACCATGGAGTTCAGAAGA 56.3
binding domain AGATG '
EHI_129790 containing 204 pb
protein A ACAGCACGAGCAGTTCTTCCA 59
(ehmyb10)

* Anotacion de acuerdo a la base de datos AmoebaDB. S: sentido, A: antisentido
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7.4.6. Analisis de la expresion por RT-PCR

La expresion de los posibles genes blanco de EhMyb10 se analizé mediante ensayos de
RT-PCR punto final. Para ello, se empled el cDNA (100 ng) previamente tratado con DNasa
y DNA genomico como control, la mezcla 1x de PCR Master Mix (Promega), 1 UM de cada
iniciador y agua libre de nucleasas (volumen final 25 uL). Las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: 94°C por 5 min para la desnaturalizacién, 25 ciclos (de 94°C por 30
seg para la desnaturalizacién, 50°C por 30 seg para el alineamiento, 72°C por 30 seg para la
extension), y 72°C por 7 min para la extension final. Ademas de los genes blanco, se
amplificaron los genes ehmyb10, el gen de resistencia a neomicina y como control de carga
al gen s2 40s. Como control negativo, se realiz6 la misma reaccion con el RNA tratado con
DNasa. Los productos amplificados se analizaron en geles de agarosa al 2% en buffer TAE

1x, tefiidos con GelRed™ (Biotium).

10071 gpoc | g
G 3 min 30s
[o]
et 72°C 72°C
E 30s 7 min
© 50°C
5 50
[ 30s
5
= 25 ciclos

0

Tiempo (min)

Figura 8. Condiciones de amplificacion para la RT-PCR. El gréafico ejemplifica el nimero de
ciclos, las temperaturas y el tiempo por el cual se llevé a cabo la amplificacion de los genes elegidos.
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7.5 Ensayos de virulencia

7.5.1. Cultivo de las lineas celulares epiteliales

Las células epiteliales intestinales SW480 (adenocarcinoma de colon humano) y renales
MDCK (caninas), se cultivaron a confluencia en una atmosfera de CO> al 5% a 37°C. Las
células SW480 se cultivaron en medio DMEM-F12 (Progenes), suplementado con SFB al
10%, penicilina (100 mg/mL) y estreptomicina (100 mg/mL); en tanto que las células MDCK
se crecieron en medio DMEM (Progenes), suplementado con penicilina (100 mg/mL),

estreptomicina (100 mg/mL) y suero fetal bovino (SFB) al 10%.
7.5.2. Medicion de resistencia eléctrica transepitelial (RET)

Las células MDCK crecidas a confluencia en filtros Transwell (6.5 mm de diametro y 0.4
micrometros de poro, Corning) se incubaron por la parte apical con trofozoitos (2x10%) y la
RET se monitoreo durante 45 min con ayuda de un voltimetro EVOM (World Precision
Instruments). Las células epiteliales incubadas solo con medio de cultivo se utilizaron como
control. La RET de cada pozo se normaliz6 de acuerdo a su correspondiente valor inicial,
previo al tratamiento. Las mediciones se realizaron por triplicado y en experimentos

independientes.
7.5.3. Ensayo citopatico

Células SW480 y MDCK (8x10* células/pozo) crecidas a confluencia en placas de 96
p0zos, se incubaron con trofozoitos (25,000) resuspendidos previamente en 200 pL de PBS,
a 37°C durante 30-45 min, hasta observar aproximadamente un 80% de destruccién de las
monocapas. La accién citopatica de los trofozoitos se detuvo incubando las placas a 4°C
durante 15 min y los parasitos se eliminaron con 6 lavados de PBS frio. La monocapa celular
restante se fijo con 100 pL de glutaraldehido al 2.5% por pozo, durante 15 mina TA y se
lavé dos veces con PBS. Posteriormente, se agregaron 80-100 pL de azul de metileno al 1%
y las células epiteliales se incubaron por 10 min. Después de dos lavados con 200 pL de
amortiguador de boratos 0.01 M, las monocapas se fotografiaron. El colorante se extrajo de
las células agregando 200 uL de HCI 0.1 N e incubando la placa a 37°C por 30 min. La
suspension se cuantifico por espectrofotometria en placas de Elisa, a una longitud de onda de

( )
{ 3% )



660 nm. Las mediciones se realizaron por sextuplicado, en experimentos independientes.
Como control de no destruccién de las monocapas, las células no se trataron con trofozoitos

y solo se incubaron con PBS.
7.5.4. Analisis estadistico

Los datos graficados representan la media y el error estdndar de experimentos
independientes. Los valores presentados fueron comparados empleando la prueba estadistica
de Anova (t-Student), donde la significancia representa *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001,
y **** n<0.0001. Las gréaficas y el andlisis estadistico se llevaron a cabo en el programa
GraphPad Prismb.
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8. RESULTADOS

8.1. Identificacion in silico del ERM en el promotor de genes de E. histolytica

La presencia del ERM en los 8,201 promotores de genes de E. histolytica se determino
mediante analisis in silico, empleando la secuencia candnica [(C/T)AAC(T/G)G] que
reconoce c-Myb de humano y analizando 500 pb rio arriba del ATG, en la base de
datos AmoebaDB. De esta manera, se identificaron 846 genes que poseen el ERM en
sus posibles regiones promotoras. Posteriormente, analizamos el transcriptoma
obtenido de trofozoitos en condiciones basales de cultivo por Shabatina et al., 2018 y
depositado en la base de datos AmoebaDB. A partir de esta revision, se identificaron
812 genes y se obtuvo el valor numérico de su expresion en transcritos por millén
(TPM).

8.2. Expresidn diferencial de genes con ERM en condiciones basales de cultivo

El nivel de expresion de estos 812 genes derivados de trofozoitos en condiciones basales,
se clasific de manera similar al descrito por Hackney et al., (2007) y Naiyer et al., (2019).
En esta clasificacion, los autores consideraron los valores de TPM para construir una gréafica
de frecuencias y poder asi establecer 5 categorias de expresion (muy baja, baja, moderada,
alta y muy alta), considerando las lineas de corte entre el percentil 70-85%. En nuestro caso,
la gréfica de frecuencias, construida con los TPM de los 812 genes, mostré una distribucion
normal (Figura 9). De acuerdo a las categorias mencionadas, la mayoria de los genes
presentan una expresion moderada (591), seguidos por una expresion muy baja (68 genes),
muy alta (60 genes), baja (51 genes), mientras que solo 42 genes poseen una expresion alta
(Tabla 10 y Figura 9).

Tabla 10. Niveles de expresion de genes con expresion basal.

Categoria 5 Rango
: > Numero de genes
(nivel de expresion) (log2 TPM)

muy baja 68 -2.70948 — -1. 4395315
baja 51 -1.4395315 - -1.0364334

moderada 591 -1.0364334 — 1.0364334
alta 42 1.0364334 — 1.4395315

muy alta 60 1.4395315 — 3.43538
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Figura 9. Clasificaciéon de los genes que contienen el ERM, segun su nivel de expresion en
trofozoitos en condiciones basales. Histograma del log2 de los TPM normalizados [(log; TPM —
X)/DS] provenientes de trofozoitos en condiciones basales de cultivo. La clasificacion de los grupos
se realiz6 de acuerdo al célculo del percentil 70% (lineas azules punteadas) y 85% (lineas rojas
punteadas).

8.3. Correlacion de la expresion de genes que presentan el ERM, con la expresion
de ehmyb10

Con base en el clasificador Bayesiano ingenuo (Naive Bayes) que permite asumir si hay
ausencia 0 presencia de una caracteristica en una clase que no esté relacionada con esa
ausencia o presencia (Manning et al., 2008), se analiz6 la probabilidad de que ehmyb10
perteneciera a alguna de estas categorias de expresién, lo que ademas arroja un cierto valor
de verosimilitud. De acuerdo a su expresion basal, enmyb10 tiene un valor de TPM de 59.48,
cuyo log: es de 1.02588189 y una verosimilitud de 3.34 x 102, lo cual permite ubicarlo en la
categoria de expresion moderada. Por esta razon, seleccionamos el grupo de 591 genes con

expresion moderada, como posibles genes blanco de EnMyb10.
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8.4. ldentificacion de genes con ERM que modifican su expresion durante la
colonizacion intestinal

A continuacion, se analizaron los cambios de expresion de estos 591 genes seleccionados
como posibles blancos de EnMyb10, en el transcriptoma de trofozoitos que colonizaron (dia
1) e invadieron (dia 29) el colon de ratones (Gilchrist et al., 2006), empleando la base de
datos AmoebaDB. Con esta informacion, seleccionamos aquellos genes que modificaron su
expresion al menos + 1.5 veces, en el dia 1 y 29, comparados con los genes derivados de
trofozoitos en condiciones basales de cultivo. A partir de este analisis, solo 162 genes

modificaron su expresion durante la colonizacion e invasion intestinal.

8.5. Andlisis de enriquecimiento de palabras en los posibles genes blanco de
EhMyb10

En seguida, se llevo a cabo un anélisis de enriquecimiento de palabras (WE: Word
Enrichment, por sus siglas en inglés) de estos 162 genes que modifican su expresion durante
la colonizacién e invasion intestinal, empleando la base datos AmoebaDB y que tuvieran un
valor estadistico de p<0.05. A partir de este analisis de WE, en el grupo de genes
seleccionados, se identificaron palabras enriquecidas estadisticamente de acuerdo con su
anotacion en la base de datos AmoebaDB. Las palabras estadisticamente méas enriquecidas
fueron: protein > hypothetical > conserved > AIG1 > Nip7 > ribosome > biogenesis (Tabla
11).
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Tabla 11. Analisis de enriquecimiento de palabras en los genes seleccionados

Recuento de

Nombre (ID) Fold enrichment Valor de P
resultados
protein 137 1.07 0.03958007
hypothetical 98 1.12 0.04900974
conserved 21 1.79 0.00624066
AlIG1 5 8.57 0.00025102
NIP7 3 25.72 0.00013819
ribosome 3 11.87 0.00178734
biogenesis 3 10.29 0.00276342
tetratricopeptide 1 51.44 0.01944078
DCAMKL3 1 51.44 0.01944078
SRP54 1 51.44 0.01944078
tartrate 1 51.44 0.01944078
thiamine 1 51.44 0.01944078
PSF1 1 51.44 0.01944078
GINS 1 51.44 0.01944078
oxysterol 1 51.44 0.01944078
CDC45 1 51.44 0.01944078
chaperonin 1 51.44 0.01944078
chaperonin-containing 1 51.44 0.01944078
45 1 51.44 0.01944078
intracellular 1 51.44 0.01944078
uso1 1 51.44 0.01944078
Kd 1 51.44 0.01944078
Ul 1 51.44 0.01944078
zeta 1 25.72 0.0385059
L-myo-inositol-1-phosphate 1 25.72 0.0385059
subfamily 1 25.72 0.0385059
motor 1 25.72 0.0385059
DNAJ 1 25.72 0.0385059
N-acetylglucosaminyltransferase 1 25.72 0.0385059
inorganic 1 25.72 0.0385059
pyrophosphatase 1 25.72 0.0385059
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8.6. Analisis ontoldgico de los posibles genes blanco de EnMyb10

Con la finalidad de conocer las funciones bioldgicas de los 162 genes seleccionados, se
llevd a cabo un andlisis ontoldgico en la base de datos AmoebaDB y la plataforma
PANTHER, que permite clasificar a los genes en 4 categorias: procesos bioldgicos,

componentes celulares, funciones moleculares y categorias de proteinas.

En lo relativo a los procesos bioldgicos (114 genes), encontramos las subcategorias de
regulacion biolégica (biological regulation), proceso celular (cellular process), proceso de
desarrollo (developmental process), localizacion (localization), proceso metabdlico
(metabolic process), respuesta a estimulos (response to stimulus) y sefializacion (signaling)
como sobrereperesentadas. Entre las categorias que resguardaron mayor cantidad de genes
fueron los que estan relacionados con “procesos celulares” (50) como factores generales de
transcripcion, chaperoninas, proteinas andamio/adaptadoras y proteasas. Por otra parte,
“procesos metabolicos” con 35, especificamente factores generales de transcripcion,
chaperonas, proteinas de trafico de membrana y andamio/adaptadoras (Figura 10A y Tabla
12).

En la categoria de componentes celulares (75), encontramos 24 genes en la subcategoria
de “complejos que contienen proteinas™ (protein containing complex), como proteinas de
trafico de membrana y andamio/adaptadoras. Mientras que 51 genes se ubican en la
subcategoria de “entidad anatémica celular” (cellular anatomical entity), como proteinas de
trafico de membrana y andamio/adaptadoras y factores generales de transcripcion (Figura
10B y Tabla 12).

Referente a sus funciones moleculares (61), las subcategorias de actividad dependiente de
ATP (ATP-dependent activity), union (binding), actividad catalitica (catalytic activity),
actividad motora del cioesqueleto (cytoskeletal motor activity), regulador de funciones
moleculares (molecular function regulator), actividad reguladora de la transcripcion
(transcription regulatory activity) y actividad de transportador (transporter activity). De las
subcategorias con mayor nimero de individuos encontramos a proteinas “de uniéon” con 25
como chaperonas, proteinas andamio/adaptadoras y factores de procesamiento del RNA. En
tanto que, 23 genes codifican para proteinas con “actividad catalitica” como proteinas

activadoras de GTPasas, RNA helicasas, chaperonas y proteasas (Figura 10C y Tabla 12).
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Con respecto a la categoria de clases de proteinas (65), encontramos subcategorias como
proteinas del metabolismo del DNA (DNA metabolism protein), proteinas del metabolismo
del RNA (RNA metabolism protein), Chaperonas (chaperone), proteinas del ciotesqueleto
(cytoskeletal protein), regulador transcripcional especifico del gen (gene-specific
transcriptional regulator), proteina de trafico de membrana (membrane traffic protein),
enzimas de interconversion de metabolitos (metabolite interconversion enzyme), enzimas
modificadoras de proteinas (protein modifying enzyme), modulador de actividad de unién a
proteinas  (protein-binding activity modulator), proteinas de andamio/adaptador
(scaffold/adaptor protein), proteinas de transferencia/transporte (transfer/carrier protein),
proteinas de traduccidn (translational protein), transportadoras (transporter) (Figura 10D y
Tabla 12).

Estos genes posibles blanco de EnMyb10 se clasifican en categorias donde se encuentran
factores de virulencia como proteasas, chaperonas, reguladores del citoesqueleto, y proteinas
andamio/adaptadoras, entre otros, sugiriendo que su regulacion transcripcional por este FT

podria afectar las propiedades de virulencia de E. histolytica.
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Procesos biolégicos (114)
[ Regulacion biologica (GO:0065007)
I Proceso celular (GO:0009987)
1 Proceso de desarrollo (G0O:0032502)
I Localizacion (GO:0051179)
I Proceso metabolico (GO: 0008152)
[ IRespuesta a estimulos (GO:0050896)
Il Senalizacion (GO:0023052)

Componente celular (75)

Entidad anatémica celular (GO:0110165)
[ Complejo que contiene proteinas (G0:0032991)

Funcién molecular (61)

A
B
C
I Actividad dependiente de ATP (GO:0140657)
Bl Union (GO:0005488)
I Actividad catalitica (G0:0003824)
[JActividad motora del citoequeleto (GO:0003774)
I Regulador de funciones moleculares (GO:0098772)
Il Actividad reguladora de la transcripcion (G0:0140110)
Actividad de transportador (GO:0005215)
D

Clases de proteinas (65)

I Proteinas del metabolismo del DNA (PC00009)
Proteinas del metabolismo del RNA(PC00031)

Bl Chaperonas (PC00072)
Proteinas del citoesqueleto (PC00085)

Bl Regulador transcripcional especifico del gen (PC00264)

I Proteina de tréfico de membrana (PC00150)

Bl Enzimas de interconversion de metabolitos (PC00262)
Enzimas modificadora de proteinas (PC00260)

Bl Modulador de la actividad de union a proteinas (PC00095)

Bl Proteinas de andamio/adaptador (PC00226)

mm Proteinas de transferencia/transporte (PC00219)

Bl Proteina de traduccién (PC00263)

Il Transportador (PC00227)

Figura 10. Analisis ontolégico de los posibles genes blanco de EnMyb10. Clasificacion de acuerdo
a: procesos bioldgicos, componentes celulares, funcion molecular y clases de proteinas.
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Tabla 12. Clasificacion funcional de los posibles genes blanco de EnMyb10.

Término ontologico Subcategoria Numero de
genes
Biological regulation 14
Cellular process 50
Procesos biologicos Develp pmental Process L
(114) Local |za_t|on 8
Metabolic process 35
Response to stimulus 5
Signaling 1
Componentes celulares Cellular anatomical entity 51
(75) Protein containing complex 24
ATP-dependent activity 3
Binding 25
Funciones moleculares Catalytic activity — 23
(61) Cytoskeletal mo_tor activity 1
Molecular function regulator 4
Transcription regulatory activity 4
Transporter activity 1
Proteinas del metabolismo del DNA 3
proteinas del metabolismo del RNA 7
Chaperonas 9
proteinas del ciotesqueleto 2
regulador transcripcional especifico del gen 2
, proteina de trafico de membrana 2
Clases de proteinas - - — -
(65) enz!mas de m_te_rconversmn de rr)etabolltos 9
enzimas modificadoras de proteinas 9
modulador de actividad de union a proteinas 9
proteinas de transferencia/transporte 1
proteinas de andamio/adaptoras 8
proteinas de traduccion 1
transportadoras 3

8.7. ldentificacion de motivos en el promotor de los posibles genes blanco de
EhMyb10

La presencia del ERM en los promotores de los 162 genes seleccionados, se validé usando
la plataforma MEME suite, la cual permite identificar motivos conservados en acidos

nucleicos y proteinas. En esta suite, empleando las herramientas MEME y XSTREME, se
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buscaron motivos con un tamario de 6 a 12 nt en las 500 pb rio arriba del ATG de cada uno
de los 162 genes. Siguiendo este procedimiento, se identificaron 8 motivos enriquecidos
estadisticamente y entre éstos se encontré el ERM en los 162 genes, con un tamafio de 9 nt
(WYAACTGAA), siendo mas grande al wusado en nuestra busqueda inicial
[(C/IT)AAC(T/G)G].

Por otra parte, el motivo AAAAARAAAWGA también se encontrd en los 162 genes
analizados, mientras que un elemento de respuesta a choque térmico (AAAAAAAAGAAA)
(Silar y Thiele, 1991) se identifico en 63 genes y la secuencia AAAACCCTW solo se

encontrd en 31 genes (Tabla 13).

Tabla 13. Motivos conservados en los genes seleccionados con ERM.

Tamafio # Genes
Secuencia Logo Significancia (nt) donde
aparece

2
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La presencia de estos motivos en los posibles genes blanco de EhMybl0 abre la

posibilidad a una co-regulacion de su expresion, mediada por otros factores de transcripcion.

8.8. Andlisis de la expresion de posibles genes blanco de EhMyb10 en los
transcriptomas de colonizacion intestinal y explantes de colon

Ante la imposibilidad de analizar los 162 posibles genes blanco de EnMyb10, en este
trabajo seleccionamos solo 5 genes, de acuerdo con las categorias arrojadas en el analisis
ontoldgico relacionadas con virulencia y que modifican su expresion durante la colonizacion
intestinal. Ademas, se considerd la presencia de dominios transmembranales y péptido sefial
en las proteinas codificadas por estos genes. Con estos pardmetros, los genes estudiados
fueron aquellos que codifican para las proteinas: un miembro de la familia de GTPasas Ras
(EHI_096180, ras), dos proteinas AIG1 (EHI_115150, aigl-1 y EHI 129790, aigl-2), una
proteina andamio/adaptadora BAR/SH3 (EHI_105240, bar/sh3) y la chaperona HSP70
(EHI 148990, hsp70). También se selecciond un coactivador de la transcripcion
(EHI 192520, cotr) como control de expresion alta y porque resultados preliminares del
laboratorio de la Dra. Elisa Azuara demuestran en un analisis de interactoma, su posible

asociacion con EnMyb10 (datos no publicados).

Adicionalmente, revisamos los cambios de expresion que tuvieron estos 6 genes en el
transcriptoma obtenido mediante RNAseq por Weber et al., (2016), donde analizaron
trofozoitos que interaccionaron con explantes de colon. Para hacer comparables los datos de
este transcriptoma y los del microarreglo de Gilchrist et al., (2006), obtuvimos los valores de
fold change (FC). En la figura 11 se observan los valores de FC de los genes seleccionados
en las siguientes condiciones: 1) basal, trofozoitos en cultivo, 2) adaptacion al intestino en el
modelo murino (dia 1), 3) invasion intestinal en ratones (dia 29), y 4) trofozoitos que

interaccionaron con explantes de colon humano.

Los resultados muestran que el gen ras aumenta su expresion durante la colonizaciéon e
invasion intestinal de ratones (FC = 2); sin embargo, en los trofozoitos que interaccionaron
con explantes de colon, la expresion de este gen disminuye ligeramente (FC = 0.87), en
comparacion con la condicion basal. El gen bar/sh3 incrementa su expresion en todas las

condiciones analizadas, siendo mayor en trofozoitos interaccionados con explantes de colon
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(FC = 2.38). Los genes aigl-1 y aigl-2 aumentan su expresion durante la colonizacion
intestinal (FC = 2.55) y en trofozoitos interaccionados con explantes de colon (FC =3.39 y
14.9, respectivamente); sin embargo, durante la invasion intestinal el incremento es ligero e
incluso menor al control, para ambos genes (FC = 1.36 y 0.85, respectivamente). El gen
hsp70 disminuyd su expresion en todas las condiciones analizadas: durante la colonizacién
el FC = 0.46, en invasion FC = 0.68 y en explantes de colon FC = 0.27. En tanto que el gen
cotr sube su expresion a los dias 1 y 29 de interaccion intestinal (FC = 5.78 y 5.43,
respectivamente), mientras que se reprime en el modelo de explante de colon (FC = 0.92).
Finalmente, el gen ehmyb 10 aumentd su expresion en todas las condiciones analizadas, siento

el dia 1 de colonizacion intestinal, donde se observa el valor mas alto (FC = 6.1) (Figura 11).

16 73 Basal
12 4 E Colonizacion (D1)
3 Invasion (D29) l
8 --mm Explantes de colon
6 4
—~ 5 1
O
L
()
> 4
c
©
<
(3]
S 3 4
o
LC
2 -
1 -

ras bar/sh3 aigl-1 aigl-2 hsp70 cotr s2 40s ehmyb10

Figura 11. Cambios de expresién de los posibles genes blanco de EhMyb10 en diferentes
condiciones. Los niveles de expresion de los genes ras, bar/sh3, aigl-1, aigl-2, hsp70, cotr y
ehmyb10 derivados de los transcriptomas reportados por Gilchrist el al. (2006) y Weber et al. (2016),
se compararon de acuerdo a su FC y empleando el gen s2 40s como gen de expresion constitutiva.
Todos los datos fueron normalizados con respecto a la condicion basal.

Estos datos sugieren fuertemente que la sobreexpresion de EhMybl0 en todas las
condiciones analizadas, podria estar relacionada con la regulacion de la expresion de los
genes ras, bar/sh3, aigl-1, aigl-2, hsp70 y cotr, sin embargo, es necesario demostrar esta

hipbtesis de manera experimental.
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8.9. Andlisis de la expresion de los genes seleccionados en condiciones basales de
cultivo

La expresion de los posibles genes blanco de EnMyb10 se analizé mediante ensayos de
RT-PCR, empleando oligonucledtidos especificos para los genes ras, bar/sh3, aigl-1, aigl-
2, hsp70, cotr y ehmyb10. Ademas, se incluyeron oligonucleotidos para amplificar el gen s2
40s de expresion constitutiva (Tabla 9). Con la finalidad de corroborar si los oligonucle6tidos
estuvieron bien disefiados, se obtuvo RNA total a partir de trofozoitos crecidos en
condiciones basales de cultivo, el cual fue procesado a cDNA y por medio de RT-PCR se
amplificaron los genes seleccionados. En la figura 12 se muestran los amplicones del tamarfio
esperado y correspondientes a los genes ras, bar/sh3, aigl-1, aigl-2, hsp70, cotr, ehmyb10
y s2 40s, demostrando que los oligonucledtidos funcionan y que estos genes se expresan en
condiciones basales (Figura 12). En este ensayo se incluyeron dos controles: en el control
positivo se empleé como molde DNA genémico (DNAg); y en el control negativo se usé
como molde RNA tratado con DNasa (RT-), para verificar que las muestras no estuvieran
contaminadas con DNA.

RT- cDNA DNAg

ras (139 pb)

bar/sh3 (168 pb)

aigl-1 (239 pb)

aigl-2 (136 pb)

hsp70 (240 pb)

cotr (145 pb)

s2 40s (101 pb)

ehmyb10 (110 pb)

Figura 12. Amplificacion de ehmyb10 y posibles genes blanco de trofozoitos en condiciones
basales de cultivo. A partir de 1 ug de RNA obtenido de trofozoitos, se sintetiz6 cDNA, el cual se
empled como molde para amplificar los genes de interés mediante ensayos de RT-PCR, y con ayuda
de oligonucle6tidos especificos. RT-: control negativo donde se empleé como molde RNA tratado
con DNAsa. DNAg: control positivo donde se empleé como molde DNA gendmico.
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8.10. Expresion y localizacion de EnMyb10 en trofozoitos mutantes

Con la finalidad de determinar el efecto de EhMyb10 sobre los posibles genes blanco
seleccionados, se generaron trofozoitos mutantes que sobreexpresaran a este factor de
transcripcion, mediante ensayos de transfeccion transitoria de las construcciones pKT3M y
pKT3M-ehmyb10. La sobreexpresion de ehmybl0 se corrobor6 en los trofozoitos
transfectados a diferentes tiempos (24, 48 y 72 hpt), mediante ensayos de RT-PCR y
empleando oligonucle6tidos especificos para ehmybl0. Ademéas, se emplearon
oligonucleotidos para amplificar los genes s2 40s de expresion constitutiva y el de neomicina
para comprobar que los trofozoitos estuvieran transfectados. A partir de cDNA se realizaron
ensayos de RT-PCR, los cuales demuestran que el gen ehmyb10 incrementd su expresion
desde las 24 hpt (2 veces), siendo maxima a las 72 hpt (3.5 veces) en los trofozoitos
transfectados con el plasmido pKT3M-ehmyb10, en comparacién con las amibas conteniendo
el plasmido pKT3M (Figura 13). En cuanto al gen de neomicina, éste se empieza a expresar
desde las 24 hpt en los trofozoitos que sobreexpresan ehmyb10 y los que solo cuentan con el
vector vacio, comienzan su expresion a partir de las 48 hpt.

pKT3M pKT3M-EhMyb10
24 48 72 24 48 72 Tiempo (hpt)

M ( 1/ "
-~ ehmyb10 (110 pb)
A “ ‘
-—
B 61 =3 pKTIM a0, O PKTIM

= pKT3M-ehmyb10

(neomicina/s2 40s)

| wm pkTIM-ehmyb10

2.54
2.0-.
1.5
1.0]
s .
24 48 72 ' 24 48 72

Tiempo (hpt) Tiempo (hpt)

Expresion relativa
(ehmyb10/s2 40s)
< b '
L] i
Expresién relativa
o
o

Figura 13. Sobreexpresion del gen ehmyb10. A partir de 1 pg de RNA obtenido de los trofozoitos
transfectados con los plasmidos pKT3M y pKT3M-ehmyb10 y cosechados a las 24, 48 y 72 hpt se
sintetiz6 cDNA, el cual se empled en ensayos de RT-PCR. Los productos de PCR se separaron en un
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gel de agarosa al 1.5% tefiido con GelRed™ y las bandas se cuantificaron por analisis densitométrico
empleando el programa ImageJ. La expresion relativa de los genes ehmyb10 y neomicina se calculd
con base en la expresion del gen s2 40s. Diferencia significativa (**, p<0.01).

La presencia y localizacion de la proteina EnMyb10 en los trofozoitos transfectados se
corrobord mediante ensayos de inmunofluorescencia, empleando un anticuerpo especifico
contra la etiqueta Myc presente en el plasmido pKT3M-ehmyb10, la cual permite reconocer
solo la expresion de EnMyb10 exdgena. Las imagenes de microscopia confocal muestran que
EhMyb10 exdgena se expresa desde las 24 hpt y hasta las 72 hpt, comparada con los
trofozoitos control (transfectados con pKT3M) (Figura 14A). Al cuantificar la intensidad de
fluorescencia en todos los tiempos, se observé que la mayor cantidad de proteina se encuentra
a las 24 hpt y va disminuyendo con el tiempo, respecto a las amibas control (Figura 14B).
Ademas, en estas imagenes EhMyb10 se localiz6 principalmente en la periferia nuclear, co-
localizando con el marcador nuclear DAPI, aunque también se puede detectar en el
citoplasma y en la membrana celular (Figura 14A). La localizacién nuclear de EhMyb10 es

mas evidente a las 24 hpt (Figura 14C).
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Figura 14. Localizacion subcelular de la proteina EnMyb10 en trofozoitos transfectados. Los
trofozoitos se transfectaron con los plasmidos pKT3M y pKT3M-ehmyb10 y se cosecharon a
diferentes tiempos (24, 48 y 72 hpt). A) Posteriormente, las amibas se trataron para
inmunofluorescencia, para lo cual se fijaron en cubreobjetos, se incubaron con el anticuerpo primario
anti-myc, seguido del anticuerpo secundario Alexa 488 y se analizaron por microscopia confocal. Los
nucleos se contratifieron con DAPI. La intensidad total (B) o nuclear (C) de fluorescencia de al menos
20 imagenes de cada condicion se cuantificd en el programa ZEN Light Edition y las diferencias
significativas se analizaron en el programa GraphPad Prism5 (ns, no significativa; *, p<0.05; ***,
p<0.001; **** p<0.0001).

8.11. Expresion de los genes seleccionados en trofozoitos que sobreexpresan
EhMyb10
Una vez corroborada la expresion y localizacion de EnMyb10 en los trofozoitos mutantes,
se analiz6 el efecto de la sobreexpresion de EnMyb10 sobre la expresion de los 6 genes
blanco seleccionados, mediante ensayos de RT-PCR. La expresion relativa de cada gen se
determind, cuantificando densitométricamente las bandas correspondientes a cada amplicén
y comparandolas con la obtenida para el gen s2 40s (Figura 15). Con respecto a los genes
ras, bar/sh3 y aigl-2 se observa un incremento en su expresion, principalmente a las 24 hpt,
en trofozoitos que sobreexpresan a EnMyb10, comparados con los controles (transfectados
con pKT3M). La mayor expresion la tiene el gen ras (5.25 veces), seguido del bar/sh3 (4
veces) y después el aigl-2 (2 veces), a las 24 hpt. Entanto que el gen aigl-1 también aumenta
su expresion en los trofozoitos transfectados con pKT3M-ehmyb10 a las 24 y 72 hpt (2.2
veces), pero poco a las 48 hpt (1.25 veces). A pesar de que los resultados arrojados por los
transcriptomas mostraron una expresion alta del gen cotr, en los trofozoitos que

sobreexpresan EhMyb10, este gen aument6 levemente su expresion, principalmente a las 48
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hpt (1.4 veces) y 72 hpt (1.3 veces). De manera interesante, el gen hsp70 disminuyd su
expresion a las 24 hpt (0.46 veces) y 48 hpt (0.2 veces), pero se increment6
significativamente a las 72 hpt (3.35 veces).

Los resultados experimentales indican que la sobreexpresion de EhMyb10 afecta de

manera diferencial la expresion de los genes ras, bas/sh3, aigl-1, aigl-2, hsp70 y cotr.
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Figura 15. Expresion de los posibles genes blanco en trofozoitos que sobreexpresan a EnMyb10.
A partir de 1 pg de RNA obtenido de los trofozoitos transfectados con los plasmidos pKT3M y
pKT3M-ehmyb10 y cosechados a las 24, 48 y 72 hpt se sintetizd cDNA, el cual se empled en ensayos
de RT-PCR. A) Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con redgel.
B) Las bandas se cuantificaron por anlisis densitométrico, empleando el programa ImageJ. La
expresion relativa de cada gen se calculd con base en la expresion del gen s2 40s y cada tiempo se
normalizd con los trofozoitos control (pKT3M).

8.13. Efecto de los trofozoitos que sobreexpresan EhMybl0 sobre la
permeabilidad epitelial
Una vez verificado el efecto de EhMybl0 sobre la expresion de algunos genes
involucrados en la virulencia de este parasito, analizamos su relacion con algunas
propiedades de virulencia. En primer lugar, evaluamos las alteraciones producidas por los
trofozoitos que sobreexpresan EhMyb10, sobre el dafio en la permeabilidad epitelial, a traves
de ensayos de resistencia eléctrica transepitelial (RET). En este caso se utilizaron monocapas
de células epiteliales MDCK crecidas a confluencia, las cuales se incubaron con trofozoitos
transfectados con pKT3M (control) o pKT3M-ehmyb10 y durante 45 min se monitoreo la
RET. Los resultados mostraron que la RET de las células epiteliales disminuyé drasticamente
desde los primeros minutos de incubacion con los trofozoitos sin transfectar (WT), en
comparacion con las células mantenidas en medio DMEM vy sin parésitos (control) (Figura
16A). La caida en la RET se hace méas pronunciada conforme pasa el tiempo, siendo maxima
a los 45 min (~35%) y es estadisticamente significativa. Por su parte, las células epiteliales
incubadas con los trofozoitos transfectados también exhiben una reduccién de sus valores de
RET desde los primeros minutos de incubacion (Figura 16B-D), aunque el efecto producido
por los trofozoitos que sobreexpresan EnMyb10 es significativamente mayor que el generado
por los trofozoitos transfectados con pKT3M, principalmente a las 48 y 72 hpt (Figura
16C,D). Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de EhMyb10 aumenta la capacidad

de los trofozoitos para alterar la permeabilidad epitelial.
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Figura 16. RET de células epiteliales incubadas con trofozoitos transfectados. Células confluentes MDCK crecidas en filtros Transwell, se
mantuvieron sin tratamiento (control) o se incubaron con trofozoitos (2 x 10%) sin transfectar (WT) (A) o transfectados con los vectores pKT3M y
pKT3M-ehmyb10 y cosechados a las 24 hpt (B), 48 hpt (C) y 72 hpt (D). La RET se monitoreo durante 45 min y los valores se normalizaron de
acuerdo al valor inicial de cada Transwell. Diferencia significativa (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).
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8.14 Efecto de los trofozoitos que sobreexpresan EhMybl10 sobre el dafio
citopético en células epiteliales

Por otra parte, se evalud la capacidad citopética de los trofozoitos que sobreexpresaban
EhMyb10 sobre monocapas epiteliales. Células epiteliales MDCK y SW480 se incubaron
con trofozoitos sin transfectar (WT) o transfectados con los vectores pKT3M y pKT3M-
ehmyb10, durante aproximadamente 30-45 min y posteriormente se analizé el dafio celular
mediante la tincion de la monocapa restante con azul de metileno. Los resultados indicaron
que los trofozoitos WT dafiaron en un 36-45% la monocapa de células MDCK; en cambio,
los trofozoitos transfectados con pKT3M dafiaron menos a las células (6-35%) (Figura 17A).
Cabe destacar que el mayor efecto lo tuvieron los trofozoitos que sobreexpresan a EhMyb10,
pues dafiaron la monocapa en un 30-47%, siendo significativamente mayor que los
trofozoitos pKT3M, en todos los tiempos de transfeccion (Figura 17A). Algo similar sucedio
con las células SW480, aunque el dafio no fue tan drastico (42-47%), pero de igual manera
la sobreexpresion de EhMyb10 produjo que los trofozoitos dafiaran significativamente mas

a las células intestinales, en todos los tiempos de transfeccion analizados (Figura 17B).
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Figura 17. Efecto citopatico de trofozoitos transfectados sobre células epiteliales. Monocapas de
células MDCK (A) y SW480 (B), se crecieron a confluencia y se incubaron con trofozoitos (25,000)
sin transfectar (WT) o transitoriamente transfectados a las 24, 48 y 72 hpt con los vectores pKT3M y
pKT3M-ehmyb10. La destruccion de las células se evalud mediante tincion con azul de metileno de
la monocapa restante. El colorante eluido se cuantificd por espectrometria a A=660 nm. Diferencia
significativa (**, p<0.01; *** p<0.001; p<****0.0001).

Estos hallazgos junto con los de RET, sugieren que la sobreexpresion de EhMyb10 afecta
la virulencia de los trofozoitos, haciéndolos mas agresivos para perturbar la funcion y
viabilidad epitelial, posiblemente con la participacion de los genes ras, bas/sh3, aigl-1, aigl-

2, hsp70 y cotr.
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9. DISCUSION

A partir de la secuenciacion del genoma de E. histolytica y la construccion de bibliotecas
de cDNA, se ha estudiado la expresion génica de este parasito (Loftus et al., 2005; Edman et
al., 1987; Huber et al, 1987). Ademas, se han empleado técnicas que permiten analizar el
transcriptoma de E. histolytica, como microarreglos y RNA-seq. Estas herramientas han
permitido comprender los cambios en la expresion génica, al identificar aumentos o
disminuciones en la expresion de los genes bajo diferentes condiciones, tales como: invasion
al colonica y hepética (Ehrenkaufer et al., 2009; Santos et al., 2015), interacciones con
células y tejidos del huésped como células epiteliales y explantes de colon (Gilchrist et al.,
2006; Naiyer et al., 2019; Thibeaux et al., 2013), diferencias entre cepas virulentas y no
virulentas, durante el desenquistamiento (Ehrenkaufer et al. 2009) y bajo condiciones de
estrés (Hackney et al., 2007; Weber et al., 2006).

Los cambios de expresion de los genes, sobretodo de aquellos involucrados en procesos
vitales como sobrevivencia, division celular y virulencia, requieren de la participacion de
proteinas como los FTs que regulan su expresion. Dentro de estas proteinas se encuentran las
proteinas Myb, ampliamente distribuidas en organismos eucariontes como protistas, hongos,
algas, plantas y animales; y estan involucradas en procesos como el ciclo celular, el
desarrollo, el crecimiento, la diferenciacion, la regulacion del metabolismo, etc. (Arratia y
Aguirre, 2013; Oh y Reddy, 1999). En particular, en E. histolytica las proteinas Myb son los
FTs mas abundantes (Loftus et al., 2005).

La familia de proteinas Myb se encuentra muy conservada a lo largo de la escala evolutiva
y en E. histolytica se han identificado 32 proteinas divididas en 3 subfamilias (Meneses et
al., 2010). En particular en la familia | (EhMybR2R3), encontramos a EhMyb10, la cual
posee los repetidos R2 y R3 en su dominio de unién al DNA (DBD Myb). A través de ensayos
EMSA se demostrd este dominio DBD Myb es capaz de unirse al motivo ERM canonico
[(T/C)AAC(T/G)G], sugiriendo que este FT tiene la capacidad de unirse a la region
promotora de los posibles genes blanco (Meneses et al., 2010). Sin embargo, hasta el
momento se desconoce cuales son esos genes blanco y cdmo participa durante los diferentes
eventos relacionados con la virulencia de este parasito. Es por esto que en este trabajo

realizamos un robusto andlisis in silico, en el cual analizamos la presencia de la secuencia
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ERM candnica en las regiones promotoras de todos los genes codificantes de E. histolytica
para identificar a aquellos que podrian estar regulados por el FT EnMyb10. Debido a que uno
de los principales procesos de virulencia incluye a la colonizacion e invasion epitelial,
analizamos el transcriptoma reportado por Gilchrist et al. (2006) donde estudiaron trofozoitos
que colonizaron (dia 1) e invadieron (dia 29) el intestino de ratones. Este proceso nos
permitio identificar a 162 genes que contenian la secuencia ERM candnica en su region
promotora, tenian una expresion moderada y modificaban su expresion al menos £1.5 veces
durante la interaccion intestinal, sugiriendo que pueden ser posibles genes blanco de
EhMyb10.

Con la intencién de delimitar este grupo de genes, empleamos de primera instancia un
analisis de WE, para identificar palabras relacionadas con virulencia o funciones
relacionadas. En particular nos interesaron las palabras: NIP7, AIG1, chaperonina y Monl-
Cczl. En humano, la proteina NIP7 es importante para la proliferacion celular y la biosintesis
de rRNA, se requiere para la maduracion de la subunidad 18S rRNA vy su silenciamiento
provoca un desequilibrio de la proporcion de las subunidades 40s/60s (Morello et al., 2011).
Aunque en E. histolytica, no se ha reportado ninguna funcion para esta proteina, quiza tenga
funciones similares a la de humano, participando en la biosintesis del rRNA y en la
proliferacion celular, pero esto debe ser demostrado experimentalmente. Con respecto a
AIG1, se ha referido que su sobreexpresion en trofozoitos resulta en un incremento de las
protrusiones de la superficie celular y en un aumento de la adhesion de los parasitos a
eritrocitos, aunque contradictoriamente disminuye la formacion de abscesos hepéticos en
hamsteres. Estos resultados sugieren que los genes aigl pueden tener funciones contrastantes
en la virulencia, dependiendo del fondo genético del paréasito, del ambiente y del huésped
(Nakada-Tsukui et al., 2018). Ademas, se ha reportado una mayor expresion de cepas
virulentas cuando se comparan con no virulentas (Biller et al., 2010). En cuanto a las
chaperoninas, se sabe que son nanomaquinas ubicuas y esenciales que asisten en el
plegamiento de las proteinas, de una manera dependiente de ATP (Horovitz et al., 2022). En
E. histolytica se ha descrito la presencia de varias chaperoninas como Cpnl10 y Cpn60, asi
como con la Hsp70, en los mitosomas, organelos que contienen un sistema tipico
mitocondrial de replegamiento de proteinas, por lo que, se sugiere que al igual que en otros

sistemas, las chaperoninas de este patdgeno cumplen una funcion similar (van der Giezen et
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al., 2005). Finalmente, de manera interesante, se identifico el ERM en regiones de
promotores de genes que codifican para proteinas Hsp70 en Tritrichomonas foetus, los cuales
también tienen patrones de expresion similares a los genes myb (Alonso et al., 2022). Por
otra parte, el GEF (factor intercambiador de guanina, por sus siglas en inglés) Mon1-Ccz1
activa a Rab7, a lo largo de la maduracién endosomal y fusién endolisososmal (Borchers et
al., 2021). En E. histolytica, la formacion y maduracién endosomal son procesos basicos para
la superviviencia de este parésito con alta capacidad fagocitica y donde varios miembros de
la familia Rab, como EhRab7A y EhRb7B, pero no Monl-Cczl, han sido descritos e
involucrados en procesos relacionados con la virulencia de este organismo (Betanzos et al.,
2019).

Adicionalmente, llevamos a cabo un analisis ontologico para identificar dentro de estos
162 genes seleccionados, aquellos que codifican para proteinas con funciones relacionadas
de alguna manera con la virulencia. Los hallazgos revelaron proteinas involucradas en
procesos biologicos, de componentes celulares y con funciones moleculares, dentro de las
que cabe resaltar: FTs, correguladores de la transcripcion, proteasas, chaperonas,
chaperoninas, de choque térmico, GTPasas, andamio/adaptadoras y de trafico vesicular.
Estas proteinas no solo son vitales para funciones relacionadas con la transcripcion, nutricién,
trafico celular y supervivencia celular, sino que también participan en procesos de virulencia
como adhesién, fagocitosis y lisis celular (Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo, 2000;
Faust y Guillen, 2012; Nakada-Tsukui et al., 2010). Asi, estas proteinas podrian ser blanco

de regulacion a nivel transcripcional por el factor EnMyb10.

Los promotores de estos 162 genes no solo podrian ser regulados por EnMyb10, sino
también por otros FTs, por lo que nos dimos a la tarea de buscar motivos conservados en
estas regiones, donde quiza se unan otras proteinas que modulen la transcripcion. En primer
lugar, cabe mencionar que en todos los 162 genes analizados se encontrd el ERM, aunque su
longitud fue mayor (9 nt) a la secuencia candnica reportada de c-Myb (6 nt). Es de notar el
grado de conservacién del ERM en este parasito eucarionte unicelular, sugiriendo un
mecanismo de regulacion génica similar al descrito en eucariontes superiores. Ademas, en
los promotores putativos encontramos otros 7 motivos. En particular la secuencia
AAAAARAAAWGA también se presentd en los promotores de los 162 genes y se ha
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reportado su presencia en genes que codifican para helicasas de RNA, para proteinas
relacionadas con la traduccion y para proteinas con repeticiones WD40 (Naiyer et al., 2019).
Por su parte, el motivo TTCTTTTTTTTY se identifico en la mayoria de los genes analizados
(151) y codifican para proteinas de ensamblaje de los nucleosomas, proteinas ribosémicas,
peroxirredoxinay proteinas relacionadas con el plegamiento de histonas (Naiyer et al., 2019).
El motivo AAAAAAAAGAAA esté presente en 63 genes, los cuales codifican para proteinas
de choque térmico (Silar y Thiele, 1991). En tanto, que los otros 4 motivos identificados en
los promotores de algunos de los 162 genes, no han sido reportados, ni se les ha asociado con
alguna funcién biolégica amibiana. En resumen, la presencia de motivos conservados en la
region promotora de estos genes, sugiere una posible regulacién transcripcional por
EhMyb10 y por otros elementos reguladores comunes.

En general, el andlisis bioinformatico realizado en este trabajo de tesis, sefiala de manera
interesante que existen genes con el ERM en su posible region promotora, susceptibles a
regulacion transcripcional por el FT EhMyb y que, debido a su nivel de expresion similar
durante la colonizacidn e invasion epitelial, es posible que participen en conjunto en procesos

relacionados con la virulencia de este parasito.

Debido a que no es posible analizar experimentalmente los 162 posibles genes blanco de
EhMyb10, seleccionamos solo 6 de ellos: aigl-1, aigl-2, hsp70, ras, bas/sh3 y cotr. Estos
genes se eligieron porque presentaron cambios importantes de expresion en el transcriptoma
de colonizacion e invasion epitelial (Gilchrist et al., 2006) y en amibas que interaccionan con
explantes de colon humano (Weber et al., 2016), porque algunos codifican para proteinas
con péptido sefial o con regiones transmembranales, y sobretodo porque se han relacionado

con eventos de virulencia.

Se selecciond el gen aigl porque forma parte de una familia que tiene abundantes
miembros, los cuales tienen ERM, ademas estuvo representado en los analisis de WE y por
que, como se sugirio anteriormente, participa en procesos de adhesion y de formacion de
abscesos hepaticos amibianos, ademas de que tiene una mayor expresion en cepas virulentas
(Biller et al., 2010; Nakada-Tsukui et al., 2018).

En los eucariontes, la superfamilia Ras son pequefias GTPasas que funcionan como

interruptores moleculares ubicuos, y se encuentran involucradas en una amplia variedad de
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importantes procesos celulares como: la proliferacion celular, el ensamble del citoesqueleto
y el tréfico de membranas intracelulares. Esta superfamilia se puede dividir en varias
subfamilias: Ras, Rho/Rac, Ran, Rab y Sar/Arf. Particularmente, las familias Rho, Rab y Arf
regulan la organizacién de la actina y el transporte y trafico vesicular y estan presenten en E.
histolytica (Reiner y Lundquis, 2018). Debido al gran nimero de genes presentes en el
genoma de este parésito que codifican para estas pequefias GTPasas (4,170 anotados en
AmoebaDB) (Amoeba Informatics Resources, 2021), se sugiere que tienen un papel
prominente en la biologia y virulencia de E. histolytica (Aurrecoechea et al., 2011). La
familia EhRho con aproximadamente 20 miembros, incluye los homologos Rho, Rac y
Cdc42, y modulan la dindmica del citoesqueleto de actina, a través de multiples efectores
(Bosch y Siderovski, 2013). Las proteinas EhRho también participan en la migracion,
quimiotaxis, adherencia al epitelio intestinal, en la muerte y fagocitosis de las células del
huésped (Franco-Barraza et al., 2006). Por su parte, la gran variedad de genes ehrab (~100),
sefiala su importancia durante el trafico vesicular, principalmente en eventos de virulencia
(Saito-Nakano et al., 2005); sin embargo, solo pocas EhRabs se han caracterizado durante
eventos endociticos y de fagocitosis. En eucariontes superiores, las proteinas Arf son
reguladores principales de la formacién de vesiculas durante el trafico intracelular (D’Souza-
Schorey y Chavrier, 2006). Dado el grado de conservacién en la secuencia primaria y
estructuralmente, entre las proteinas Arfl de humano y de E. histolytica, cuando se
encuentran inactivas (unidas al GDP), es posible que la proteina amibiana sufra un cambio
conformacional similar a la de humano, cuando intercambia al GDP por GTP (forma activa).
Hasta el momento, el mecanismo de accién de EhArfl y su interaccion con otras moléculas

de la maquinaria de tréfico, aln se desconocen en este parasito (Serbzhinskiy et al., 2015).

El genoma de E. histolytica contiene varios genes heat shock que codifican para las
proteinas Hsp10, Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hspl00 y Hspl01 (Olivos-Garcia et al.,
2016). En particular, Hsp70 presenta dos isoformas, EhHsp70-A y EhHsp70-B, con 637 y
656 aminoacidos, respectivamente; y sus parametros cineticos de hidrdlisis de ATP son bajos
y en concordancia con lo reportado para los miembros de esta familia. El andlisis por
dicroismo circular de ambas isoformas, muestra diferencias en sus estructuras secundarias,
pero similitudes en su estabilidad térmica. Ademas, EhHps70 esta presente en el nlcleo y en

el citoplasma y se sobreexpresa ligeramente cuando los trofozoitos son sometidos a agentes
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oxidantes o calor (Santos et al., 2010). De manera importante se ha reportado que la actividad
de Hsp70 es esencial durante la formacion de abscesos hepéaticos amibianos (Santos et al.,
2015).

Las proteinas con dominio BAR estan muy conservadas entre los organismos eucariontes.
Se cree que funcionan como dimeros al unirse. Las proteinas condominios BAR helicoidales
anfipaticos N-terminales (N-BAR) como endofilinas y anfifisinas, funcionan en la
endocitosis (Peter et al., 2004). EnBAR, la proteina que contiene el dominio BAR/SH3 que
elegimos se determin6 que aumentaba su expresion junto con junto con proteinas implicadas
en la union a actina y la organizacion del citoesqueleto. Esta proteina BAR/SH3 se encontro
en fagosomas tempranos, pero no en los fagosomas completamente formados ademas de que
se encontraba presente dentro de pseuddpodos extensos, lo que la ubica en procesos

fagociticos (Sateriale et al., 2016).

Los coactivadores transcripcionales se unen a los FTs para aumentar la tasa de
transcripcion de un gen o un conjunto de genes al estabilizar la formacion del complejo de
RNA polimerasa y habilitando la regién promotora del gen que se transcribird (Courey,
2008). Se encuentran en en nucleo y se unen con un activador o FT que contiene un DBD
(McKenna y O'Malley, 2002). La actividad de los coactivadores puede estar relacionada a
actividades enzimaéticas como acetilacion de histonas, las cuales modifican los estados de
compactacion de la cromatina, permitiendo la activacion transcripcional (N&éar et al., 2001).
En E. histolytica se ha identificado que un ortélogo de un coactivador positivo humano,
EhPC4, facilita la migracion de trofozoitos y la destruccion de células epiteliales del colon
del huésped, lo que implica que EhPC4 tiene un impacto en la virulencia del parasito (de la
Cruz et al., 2014).

Con la finalidad de probar la asociacion entre EnMyb10 y los genes aigl-1, aigl-2, hsp70,
ras, bas/sh3 y cotr, se transfectd la longitud completa del gen Ehmyb10. La sobreexpresion
de este FT se valido mediante ensayos de RT-PCR e inmunofluorescencia, encontrando que
conforme pasa el tiempo se incrementa la cantidad de transcrito y que la proteina se localiza
principalmente en el nucleo de los trofozoitos, sitio donde los FTs ejercen principalmente su
funcién (Whiteside y Goodbourn, 1993). A continuacidn, se analizo el transcrito de los genes

de interés, encontrando sobreexpresion de ras, bar/sh3, aigl-1, aigl-2 y cotr, y disminucion
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del mMRNA de hsp70, similar a lo reportado en los transcriptomas de invasion y colonizacion
intestinal (Gilchrist et al., 2006) y de explantes de colon (Weber et al., 2016). A pesar de que
estos resultados deben ser corroborados mediante analisis de RT-gPCR y de western blot, es
posible sugerir que la sobrexpresion del FT EhMyb10 afectd la expresion de estos genes,
posiblemente a nivel transcripcional, aunque esto debe ser igualmente demostrado de manera

experimental.

Finalmente, se analizo el resultado de la sobreexpresion de EnMyb10 en la virulencia de
los trofozoitos evaluando dos propiedades, el dafio en la barrera epitelial y su efecto
citopatico. Nuestros hallazgos, demostraron que el aumento de EhMybl10 volvid mas
eficientes a los trofozoitos para alterar la permeabilidad epitelial, y, ademas, causaron mas
dafo a las monocapas intestinales, comparados con los trofozoitos control. Asi, los datos
sugieren gue el incremento en la cantidad de EnMyb10 podria regular genes involucrados en
la colonizacién e invasion intestinal, como los propuestos en este estudio, y posiblemente
otros como la lectina Gal/GalNAc, la adhesina EhADH, algunas cisteina proteasas como la
EhCP112, pequefias GTPasas como EhRabB y EhRab7, miembros de la maquinaria ESCRT
y proteinas del citoesqueleto, cuya participacion durante la invasion de la mucosa intestinal
estd ampliamente caracterizada (Faust y Guillen, 2012). Ademas, queda por elucidar la
participacion de este FT en diversos procesos de este parasito como: la formacidon del absceso
hepatico amibiano, durante el enquistamiento, ante el estrés oxidativo y la evasién de la

respuesta inmune del huésped.
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10. CONCLUSIONES

El andlisis in silico nos permitio identificar que, en condiciones basales de cultivo, E.
histolytica tiene una expresién moderada de 162 genes, los cuales modifican su expresion al
menos * 1.5 veces durante la colonizacion intestinal. Estos genes contienen en su promotor
un ERM con un tamafio de 9 nt, lo que sugiere que son posibles genes blanco de EhMyb10,
los cuales codifican para proteinas involucradas en la regulacion de la transcripcion,
proteasas, de trafico vesicular, GTPasas, chaperonas, chaperoninas, de choque térmico,

andamio/Adaptadoras, del citoesqueleto, etc.

Con la sobreexpresion de EnMyb10 se incrementd el transcrito de genes como aigl,
relacionados con la fagocitosis (bar/sh3) la sefializacion celular, el trafico vesicular (ras),
con actividades co-reguladoras (cotr), y una disminucion del mRNA de choque térmico
(hsp70) al compararlos con los trofozoitos control. De igual manera, también observamos un
incremento en la permeabilidad y del efecto citopético de células epiteliales e intestinales
producida por los trofozoitos con la sobreexpresion de este FT, lo que sugiere que EnMyb10
regula de forma transcripcional la expresién de genes relacionados en la virulencia al

interaccionar con células intestinales.

11. PERSPECTIVAS

e Evaluar el efecto de EnMyb10 en ensayos de virulencia in vitro (movilidad, adhesion
y eritrofagocitosis) de E. histolytica realizando un silenciamiento o la sobreexpresion.

e Analizar por RT-gPCR la sobreexpresién de EnMyb10

e Utilizar microscopia electronica de transmision para obtener resultados mas finos de
la localizacion subcelular de esta proteina.

e Utilizar herramientas como CHIP-seq para obtener una vision mas amplia de como
este FT puede tiene mas interacciones DNA-proteina con todo el genoma de E.
histolytica.

e Analizar la virulencia in vivo de los trofozoitos que sobreexpresan EhMyb10 en el

intestino de ratones
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