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RESUMEN

Entamoeba histolytica es un parasito protozoario con una tasa alta de fagocitosis,
uno de sus principales mecanismos de virulencia. En la fagocitosis participan los
mecanismos Yy las moléculas relacionadas con el tréfico vesicular, incluyendo a la
maquinaria ESCRT (del inglés Endosomal Sorting Complexes Required for
Transport). La maquinaria ESCRT comprende los complejos ESCRT-0, ESCRT-I,
ESCRT-Il, ESCRT-III (formados por las proteinas Vps, del inglés Vacuolar Protein
Sorting) y proteinas accesorias. En E. histolytica se han estudiado algunas Vps's
de los complejos ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-Il, ESCRT-IIl asi como la adhesina
EhADH y la ATPasa EhVps4, proteinas accesorias de la maquinaria ESCRT. Los
estudios realizados durante mi maestria indicaron que las proteinas del complejo
ESCRT-Il: EhVps22, EhVps25 y EhVps36, participan en la fagocitosis en E.
histolytica. Sin embargo, sus funciones aun no han sido caracterizadas. Es por ello
gue en este proyecto nos propusimos investigar las interacciones del complejo
ESCRT-Il asi como las funciones de sus componentes. En primer lugar,
investigamos con cuales proteinas interactian EhnVps22, EhVps25 y EhVps36. Para
ello realizamos ensayos de pull down y analizamos las proteinas candidato
mediante espectrometria de masas y ensayos tipo Western blot. Adicional a esto,
trabajamos con ensayos inmunofluorescencia y analisis por docking molecular para
profundizar en las caracteristicas de estas interacciones. Finalmente, realizamos
ensayos de silenciamiento y evaluamos su efecto sobre los eventos de fagocitosis
y adhesion. Con estos resultados, concluimos que el ESCRT-II interactta con otras
moléculas durante el contacto con la presa, la conduccion a través de bocas
fagociticas y el sistema membranoso de los trofozoitos. Por lo anterior, las proteinas
ESCRT-Il son miembros de la cadena proteica durante el trafico de vesiculas y son
fundamentales para la continuidad y eficacia de la fagocitosis.



ABSTRACT

Entamoeba histolytica is a protozoan parasite with a high rate of phagocytosis, one
of its main virulence mechanisms. Mechanisms and molecules related to vesicular
trafficking participate in phagocytosis, including the ESCRT machinery (Endosomal
Sorting Complexes Required for Transport). The ESCRT machinery comprises the
ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-IIl complexes (formed by the Vps, Vacuolar
Protein Sorting proteins) and accessory proteins. In E. histolytica, some Vps's of the
ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-Ill complexes have been studied, as well as
the EhADH adhesin and the EhVps4 ATPase, accessory proteins of the ESCRT
machinery. Studies carried out during my master's degree indicated that the ESCRT-
Il complex proteins: EhVps22, EhVps25 and EhVps36, participate in phagocytosis
in E. histolytica. However, its functions have not yet been characterized. That is why
in this project we set out to investigate the interactions of the ESCRT-II complex as
well as the functions of its components. First, we investigated which proteins
EhVps22, EhVps25 and EhVps36 interact with. To do this, we performed pull down
assays and analyzed the candidate proteins using mass spectrometry and Western
blot assays. In addition to this, we work with immunofluorescence assays and
molecular docking analysis to delve into the characteristics of these interactions.
Finally, we performed silencing assays and evaluated its effect on phagocytosis and
adhesion events. With these results, we conclude that ESCRT-II interacts with other
molecules during contact with prey, conduction through phagocytic mouths, and the
membrane system of trophozoites. Therefore, ESCRT-II proteins are members of
the protein chain during vesicle trafficking and are essential for the continuity and

efficiency of phagocytosis.



1 INTRODUCCION

La disenteria amibiana es causada por el protozoario Entamoeba histolytica, el cual
infecta aproximadamente al 3.55% de la poblacién mundial y provoca entre 50,000
y 75,000 muertes al afio )(Lozano y col., 2012). A pesar de que se conocen datos
estadisticos del nimero de personas infectadas con E. histolytica, hay un sesgo en
esta informacion debido a que los métodos de diagndstico son poco sensibles para
identificar al parasito y este suele confundirse con ciertas especies no patogénicas
como E. dispar y E. moshkovskii (Ali y col, 2003; Diamond and Clark, 1993).
Ademas, entre el 80-90% de los individuos que se encuentran infectados son
asintométicos, lo que representa un foco de infeccién y un gran problema para la

salud publica a nivel mundial (Ali y col., 2008; Ximenez y col ,2009).

En México, la amibiasis ocupa el décimo lugar entre las patologias con mayor
prevalencia (). A pesar de que la tasa de mortalidad ha disminuido en los ultimos
afos, gracias al empleo de farmacos como el metronidazol y sus derivados, existen
estudios seroldgicos que reportan que un 8.4% de la poblacidbn mexicana tiene
anticuerpos contra E. histolytica, indicando una alta exposicion al parasito
(Caballero-Salcedo y col.,1994). En 2007, Ximénez y col. encontraron que entre
1995 y 2006 la tasa de morbilidad por amibiasis intestinal fue de 1,000 a 5,000 casos
por cada 100,000 habitantes. Esto, junto con los datos de pacientes asintomaticos
hacen que el panorama sea preocupante (Ximenez y col., 2009). Es por ello que
realizar investigaciones y analisis sobre los signos, los sintomas, los mecanismos
de patogénesis y la busqueda de moléculas blanco en el parésito es importante para
mejorar el diagnostico y el tratamiento contra esta enfermedad (Gil christ and Petri,
1999)

Como se dijo anteriormente, la infeccion por E. histolytica puede ser asintoméatica o
invadir la mucosa intestinal y causar diarrea, colitis amibiana o disenteria; y también
puede producir infeccion extraintestinal. En el primer caso, no hay molestias para el
paciente, pero es importante que sea diagnosticado por que contamina el ambiente

y puede infectar a otros individuos. En la infeccidn intestinal amibiana se presenta



dolor abdominal, pérdida de peso, diarrea acuosa y sanguinolenta (sangre
macroscopica en heces) y fiebre en la mayoria de los casos (Adams and MacLeod,
1977; Aristizabal y col., 1991) . Los trofozoitos pueden, ademas del intestino, invadir
el higado y producir absceso hepatico que ocurre cuando las amibas llegan al
higado por via portal (Adams and MacLeod, 1977; Haque y col., 1998; Katzenstein
y col., 1982) y ésta es una de las complicaciones extraintestinales mas frecuentes.
También se han reportado casos de absceso en pulmon, cerebro y piel, debido a

difusion hematdgena del parasito (Haque y col., 2003).

1.1 Biologia de Entamoeba histolytica

Ciclo de vida

E. histolytica es un protozoario que presenta dos formas en su ciclo vital: quiste y
trofozoito. Los quistes, la forma infectiva de este parasito, son estructuras redondas
de 10-16 um que tienen de 1 a 4 nucleos, poseen una pared gruesa rica en quitina,
N-acetil glucosamina ligada a p-1-4 (GIcNAc), asi como lectinas de union a quitina
como la lectina Jacob2. Los quistes pueden permanecer en el medio ambiente
externo durante dias, debido a la proteccion que les brinda la composicion de su
pared (Figura 2) (Samuelson and Robbins, 2011,Frisardi y col., 2000; Spadafora y
col., 2016; Van Dellen y col., 2006).

El trofozoito, la fase movil e invasiva, tiene un diametro de 20-40 um (Figura 2B),
posee movimiento gracias a su ectoplasma, al citoesqueleto y otros factores y
funciones que le permiten formar pseuddépodos. Su citoesqueleto participa
activamente en el movimiento. Su nucleo presenta un cariosoma compacto central
y cromatina en granulos uniformes en tamafio y localizacion (Haque y col.,
20023;Petri, 2002; Tanyksel and Petri, 2003).

La infeccion por E. histolytica (Figura 1) ocurre por la ingestién de quistes maduros
gue se encuentran en alimentos y en agua contaminados con quistes del parasito.

Al ser ingeridos, es probable que no sobrevivan ya que la cubierta externa del quiste
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es reblandecida por los jugos géstricos y pancreéticos, sin embargo, cuando
algunos de ellos llegan al intestino delgado sufren un proceso de desenquistamiento
y surgen ocho trofozoitos que pueden volver a enquistarse o migrar hacia el intestino
grueso, donde se multiplican por fision binaria. En muchos casos, los trofozoitos se
mantienen confinados al lumen intestinal (infeccion no invasiva) de portadores
asintomaticos, los cuales liberan los quistes en sus heces. Los trofozoitos invaden
la mucosa intestinal (enfermedad amibiana intestinal) y a través de la corriente
sanguinea llegan a sitios extraintestinales como el higado, el cerebro y el pulmén
(enfermedad amibiana extraintestinal), donde producen dafios severos(consultado

en: http://www.cdc.gov/parasites/amebiasis/pathogen.html).
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Figura 1.- Ciclo de vida de E. histolytica. Existen dos fases de este parasito, la
fase movil e invasiva: el trofozoito, y la fase estacionaria o infectiva: el quiste. Este
tipo de parasito es capaz de infectar al ser humano via fecal-oral, a través de
alimentos y/o bebidas contaminadas con quistes, asi como la exposicidén directa
con las heces contaminadas durante el contacto sexual (CDC, 2015a; CDC,

2015b)(http://lwww.cdc.gov/parasites/amebiasis/pathogen.html).
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Figura 2.- Estadios biolégicos de E. histolytica. A) Quiste de E. histolytica. B)

Trofozoito de E. histolytica. Flechas negras: nlcleos (Haque y col., 2003).
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1.2 Patogenicidad de E. histolytica

La patogénesis de E. histolytica se evidencia en el dafio que el parasito produce a
los tejidos, afectando principalmente al epitelio intestinal grueso y en menor grado
al higado, al pulmoén, al cerebro y la piel (Olivos-Garcia y col., 2011). Las lesiones
se caracterizan por una zona central de necrosis, con parasitos conservados en la
periferia y rodeados por un infiltrado inflamatorio principalmente de tipo linfocitario y
mononuclear, (Faust y col., 2011). Los mecanismos moleculares involucrados en el
dafio a estos tejidos son la adhesion al epitelio, la citotoxicidad hacia células
hospederas y la fagocitosis de éstas (Christy and Petri, 2011;Esther Orozco y col.,
1983; Garcia-Rivera y col., 1999) A continuacion, se describen cada uno de estos

eventos del proceso de produccion de dafio:

Adhesién

La adherencia al epitelio intestinal es un prerrequisito para la infeccién del trofozoito
en el medio ambiente del colon, principalmente en sitios que involucran el desarrollo
de Ulceras amibianas (Anaya-Velazquez y col., 1985). La importancia de este
mecanismo fue demostrada in vitro a partir de la seleccidén de clonas deficientes en
adhesion partiendo de una cepa virulenta. Se demostro que estas clonas tenian un
bajo efecto citopatico sobre las monocapas de células epiteliales, la fagocitosis de
eritrocitos y la virulencia in vivo (Rodriguez y Orozco, 1986). Por otro lado, se ha
demostrado que al inhibir la adherencia del paréasito a su célula blanco también se
inhibe la patogénesis sobre ésta, lo que sugiere que existen interacciones
especificas que median el contacto con la célula del hospedero y que la adhesién
es necesaria para que la fagocitosis y la citolisis se lleven a cabo (Cano-Mancera y
Lopez-Revilla, 1987; Hughes y col., 2003; Arroyo & Orozco, 1987). Existen
diferentes moléculas que han sido estudiadas por su participacion en este
mecanismo, entre ellas se encuentran las lectinas, las cuales participan en la

adhesion del trofozoito a la mucosa intestinal, al epitelio y a las células inflamatorias
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del huésped. Una de las lectinas méas estudiadas es la Gal/GalNac un receptor
transmembranal formado por tres subunidades: una subunidad pesada de 170 kDa
(Hg), una subunidad ligera de 35 kDa (Lgl) y una subunidad intermedia de 150 kDa
(Igl) que se une a residuos de galactosa/N-acetil-galatosamina de la capa de mucina
(Alleny col., 1998; Petriy col., 2002; Ravdin y Guerrant, 1981; Ravdin y col., 1985).
Ademas, hay evidencia de que esta lectina sirve como un receptor durante la
ingestion de eritrocitos (Katz y col., 2002; Petri y col., 1987). También, se ha
estudiado una segunda lectina de 220 kDa que es inhibida por oligobmeros de N-
acetil-glucosamina y se localiza en la superficie de los trofozoitos (Rosales-Encina
y col., 1987;Mezay col., 1987).

El complejo EhnCPADH112 (Arroyo y Orozco, 1987; Garcia-Rivera y col., 1999),
formado por una cisteina proteasa de 49 kDa (EhCP) y una adhesina de 75 kDa
(EhADH112), se encuentra en la superficie de los trofozoitos y al ser bloqueado por
anticuerpos monoclonales disminuye la adhesién, la fagocitosis y los efectos
citopéticos y citotdéxicos (Arroyo y Orozco, 1987; Garcia-Rivera y col., 1999;
Rodriguez y Orozco, 1986). El complejo EnCPADH112 se localiza en vacuolas y
en la membrana plasmatica de trofozoitos y durante la eritrofagocitosis, se
encuentra en los sitios de contacto focal entre el trofozoito y el eritrocito, en los

fagosomas y rodeando a los eritrocitos (Garcia-Rivera y col., 1997).

Citotoxicidad

La infeccién por E. histolytica tiene resultados variables, pero cuando ocurre la
enfermedad invasiva la actividad citotéxica del parasito es probablemente el
mecanismo mas implicado en el extenso dafio al tejido. El efecto citopatico
producido por E. histolytica ha sido comprobado al poner en contacto trofozoitos
con monocapas de células epiteliales MDCK (del inglés Madin-Darby Canine
Kidney) (Esther Orozco y col., 1985)y CHO (del inglés Chinesse Hamster Ovary)
(Ravdin y col., 1980). Los efectos citotoxicos sobre la célula del huésped son la

produccion de especies reactivas de oxigeno, la pérdida de integridad de

17



membrana, la fragmentacion de ADN, el incremento de calcio, la exposicion de

fosfatidilserina y la activacion de caspasa-3 (Ralston y Petri, 2011).

Dentro de este mecanismo de virulencia participan moléculas citotoxicas como los
amebaporos A, By C (Leippe y col., 1994), las cuales son proteinas formadoras de
poros, que tienen una secuencia similar a las proteinas permeabilizadoras de
membrana NK-lisina y granulisina en mamiferos. Los amebaporos de E. histolytica
presentan actividad sobre la membrana plasméatica de linfocitos y macrofagos
(Young y col., 1982); ademas, hay evidencia de que la inhibicién de la expresion del
amebaporo A disminuye la virulencia del parasito (Brachay col., 1999). La actividad
de estas proteinas se ve aumentada en parasitos mas patogénicos (Lynch y col.,
1982) y contribuye a la formacién del absceso hepatico amibiano (Andra y col.,
2003; Zhang y col., 2004).

Otro mecanismo de citotoxicidad se basa en la secrecidon de cisteina proteasas
(EhCP-Al1, EhCP-A2, EhCP-A5, EnCP-A7 y EhCP112) que sirven no solo para
romper la matriz del epitelio intestinal y lisar las células blanco (Garcia-Riveray col.,
1999; Irmer y col., 2009; Lushbaugh y col., 1985), sino también como
inmunomoduladores del parasito, ya que pueden degradar IgA, quimiocinas y
miembros del complemento (Garcia-Nieto y col., 2008; Hou y col., 2010; Pertuz
Belloso y col., 2004; Reed y col., 1995; Reed y col., 1989). Los niveles de secrecion
de estas cisteina proteasas estan relacionados directamente con la virulencia del
parasito (Reed y col., 1989). La EhCP112, posee un dominio RGD de posible
interaccién con integrinas celulares, cuenta con una secuencia transmembranal
para anclarse a la membrana, puede unirse a eritrocitos y degradar hemoglobina y
componentes de la matriz extracelular (Garcia-Rivera y col., 1999; Ocadiz y col.,
2005).

Los trofozoitos de E. histolytica inducen cambios en el flujo de calcio en la célula
blanco, de modo dependiente de Gal/GalNac (Ravdin y col., 1988; Ravdin y col.,
1985), lo cual modifica la via de sefalizacion de MAPK induciendo la apoptosis

(Ragland y col., 1994; Rawal y col., 2005) dependiente de caspasa 3 (Huston y col.,
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2000; Seydel y Stanley, 1998; Yan y Stanley, 2001) degradando moléculas del
citoesqueleto como paxilina y cinasas de adhesion focal por modulacion de
calpaina, asi como reguladores de la muerte celular, tales como NOX1 (Jang y col.,
2011; Kim y col., 2011; Kim y col., 2007; Sim y col., 2005).

Fagocitosis

La fagocitosis se define como la propiedad de los trofozoitos de ingerir
microorganismos en el intestino grueso y células del hospedero entre las que se
incluyen células del sistema inmune y no inmune, lo cual ocurre durante la invasion
al tejido (Marion y col., 2005). Por medio de la fagocitosis la amiba adquiere
nutrientes, evade al sistema inmune y causa patogenicidad (Christy y Petri, 2011).
Se ha demostrado que amibas deficientes en fagocitosis reducen la adhesion a
eritrocitos, el efecto citopatico y el efecto citotoxico (Rodriguez & Orozco, 1986) y la
generacion de absceso hepatico amibiano en el modelo de hamster (Orozco y col.,
1983); ademas, este proceso esta ligado a la exocitosis de cisteina proteasas
(Hirata y col., 2007). Huston y col. (2003) demostraron que los trofozoitos ingieren
preferencialmente células apoptéticas, reconociendo ligandos Unicos sobre la

superficie de éstas.

El andlisis del genoma de E. histolytica ha revelado la presencia de genes rab
(Saito-Nakano y col., 2001; Temesvari y col., 1999), los cuales son regulados
positivamente durante la fagocitosis (Debnath y col., 2007). EhRab5, una GTPasa
homologa a Rab5 de mamiferos, es necesaria durante la ingestion de eritrocitos y
junto con EhRab7A se encuentran en vacuolas prefagosomales durante la
maduracion fagosomal ( Saito-Nakano y col., 2004). Otra proteina involucrada es
EhRabB, la cual se transloca hacia la membrana plasmatica y a las bocas
fagociticas, asimismo disminuye sus niveles a los 10 min de la fagocitosis, lo que
sugiere su participacion en la regulacion de este evento (Rodriguez y Orozco, 2000;
Saito-Nakanoy col., 2004; Welter y col., 2002).
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La miosina 1B, un componente del citoesqueleto, participa en la fagocitosis de
eritrocitos y es reclutada a los sitios de formacion de copas fagociticas y en la
periferia del fagosoma (Voigty col.,1999). En este evento, participan proteinas como
las GTPasas Rho y RacG y cinasas como EhPAK, que regulan la remodelacion del
citoesqueleto y controlan la motilidad y fagocitosis en la amiba (Godbold y Mann,
1998; Guillen y col., 1998; Labruyere y col., 2003).

1.3 Trafico vesicular en E. histolytica

Aunqgue en los trofozoitos de E. histolytica no se han observado organelos clasicos
de peroxisomas, reticulo endoplasmico rugoso y aparato de Golgi, ensayos
ultraestructurales han revelado la presencia de estructuras similares al reticulo
endoplasmico liso y el aparato de Golgi (Chavez-Mungia y col., 2000). Asimismo,
mediante el uso de anticuerpos dirigidos a marcadores de reticulo endoplasmico
rugoso y aparato de Golgi, se identificaron estructuras similares a estos organelos
en E. histolytica (Ghosh col., 1999).

El trafico vesicular se encuentra implicado en muchos aspectos de la virulencia de
E. histolytica, por ejemplo, el movimiento caracteristico de los trofozoitos depende
del movimiento interno de las vesiculas hacia la membrana plasmaética, un proceso
que participa en la formacion de los pseuddpodos, proporcionando una fuente de
membrana de superficie celular, o bien, una fuente de moléculas que participan en
la adhesion celular, necesarias para la union a las células blanco (Bretscher y
Aguado-Velasco, 1998; Welter y Temesvari, 2004). Por otro lado, la secrecién de
cisteina proteasas en lisosomas se relaciona con el evento de trafico vesicular
(Okada y col., 2006), el cual, a su vez tiene un papel importante en la fagocitosis
(Orozco y col., 1985) y durante la movilizacion de moléculas hacia los lisosomas y
fagosomas para desintegrar sustancias endocitadas por el parasito, lo que

finalmente repercute en la virulencia de la amiba (Okada y col., 2006).
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1.4 Cuerpos multivesiculares y la maquinaria ESCRT

La funcién de los endosomas es separar a las proteinas que seran recicladas a otros
lugares en la célula de aquellas que seran degradadas en lisosomas. Ademas,
intervienen en el transporte y liberacion de las moléculas que requieran ser
secretadas al medio extracelular. También regulan la composicion de la superficie
celular y juegan un papel importante en una gran variedad de funciones biolégicas.
La maduracion de los endosomas tempranos a endosomas tardios implica el
recambio de lipidos y proteinas a través de elementos tubulo-vesiculares que
clasifican a estos componentes de vuelta a la red trans-Golgi y a la membrana
plasmatica. Las proteinas de membrana y las proteinas cargo que no han sido
recicladas, asi como materiales luminales solubles son transportados a los
endosomas tardios y a los lisosomas (Gruenberg y Maxfield, 1995) para su
degradacion, por lo que son incorporadas dentro de vesiculas intraluminales (VILS)
contenidas en cuerpos multivesiculares (CMVs) mediante un proceso dependiente
de ubiquitinacion. Posteriormente, la fusion de los CMVs con lisosomas inicia la
degradacion de las VILs y de su contenido, por medio de las hidrolasas lisosomales
gue poseen (Bishopy col., 2002; Lemmon y Traub, 2000).

Los CMVs fueron observados por primera vez en células eucaridticas a través de
microscopia electronica de transmision como estructuras delimitadas por membrana
y con VILs en su interior, las cuales son generadas por invaginacion de brotes de
membrana hacia el interior de la vesicula (Palade y col., 1955; Sotelo y Porter, 1959;
Williams y Urbe, 2007). El seguimiento de las proteinas internalizadas definié a los
CMVs como parte de la via endocitica y a las VILs como una ruta de degradacion
de proteinas tales como el factor de crecimiento epidermal (EGFR) (Felder y col.,
1990; Gorden y col., 1978; Haigler y col., 1979; Van Deurs y col., 1993). Estas
estructuras tienen una apariencia caracteristica ya que contienen en su interior VILS
y realizan una variedad de funciones en la via endocitica, por lo que, pueden tener
diferentes composiciones y morfologias. Ademas, estas estructuras contienen

marcadores tales como Rabs, LAMPSs y marcadores de endocitosis, los cuales los
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distinguen de otros organelos o estructuras con membranas internas como cuerpos

autofagicos o lisosomas multilamelares.

Durante la formaciéon de los CMVs interviene un complejo de proteinas conocido
como maquinaria ESCRT (del inglés Endosomal Sorting Complex Required for
Transport). Este complejo participa en el transporte de moléculas desde la
membrana plasmatica hacia el interior de la célula y del interior de la célula hacia la
membrana, en la degradacion de proteinas plasmaticas innecesarias o peligrosas,
en la biogénesis de lisosomas o vacuolas en levadura, en la liberacion de la mayoria
de los virus envueltos como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Raiborg
y Stenmark, 2009), en la abscisidbn de la membrana durante la citocinesis, la

macroautofagia, entre otros (Hurley, 2010).

La manera en que la maquinaria ESCRT genera estos CMVs es primero por el
reconocimiento de la proteina cargo ubiquitinada, esto desencadena el
reclutamiento ordenado del ESCRT a la membrana de los endosomas junto con la
proteina cargo (Babst, 2011; Henne y col., 2011; Henne y col., 2013; Hurley, 2010).
Después, se forma un anillo/ espiral en la superficie de la membrana y a esto le
sigue la desubiquitinacién del cargo. Luego, se lleva a cabo la deformacion de la
membrana, y con ello, la constriccion y escision un cuello de botella. Finalmente, el
ESCRT se separa, dejando las proteinas cargo en los CMVs para que estos sean

clasificados hacia los lisosomas (Ali y col. 2013).

La maquinaria ESCRT esta formada por los subcomplejos ESCRT-0, ESCRT-I,
ESCRT-Il, ESCRT-Ill y las proteinas accesorias, llamados asi por el orden de
ensamblaje durante la formacion de los CMVs (Figura 3) (Williams y Urbé, 2007;
Camilla Raiborg y Harald Stenmark, 2009). Cada uno de los complejos estan
constituidos a su vez por proteinas, que, en su mayoria son llamadas Vps (del inglés
class E Vacuolar protein sorting). Se ha visto que su eliminacién en levadura resulta
en la alteracién de la morfologia del endosoma (formas aberrantes) y cancela la
entrega de las proteinas cargo (Raymond y col. 1992). Otro estudio en levadura
mostro la mutacion de los genes vps inhibia el transporte de hidrolasas vacuolares,

produciendo una morfologia endosomal aberrante (Coonrod y col., 2010).
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A su vez, cada una de las proteinas Vps que conforman el complejo ESCRT cuentan
con diferentes dominios o regiones especificas que les permiten el anclaje a la
membrana por la asociacion con lipidos, la interaccion con ubiquitina, la activacion
de proteinas aledafias y por supuesto el contacto con otras Vps del complejo,
trabajando, asi como un engranaje. En el siguiente apartado se explica a detalle la
composicién de cada subcomplejo ESCRT, sus funciones y los hallazgos hasta el

momento.
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Figura 3.- Interacciones moleculares y composicion general de la maquinaria
ESCRT. La imagen representa el ensamble de moléculas de cada complejo ESCRT
(en diferentes colores) y los nombres de las proteinas. La informacion que se
aprecia en la figura intenta englobar los resultados y estudios obtenidos de
mamiferos y de levadura con respecto a esta maquinaria (tomado de Raiborg y
Stenmark, 2009).
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1.4.1 Complejo ESCRT-0
Es un heterodimero formado por las subunidades Vps27 y Hsel en una proporcion

1:1. Los nombres adjudicados a las proteinas fueron denominadas primero en
levadura (Figura 4). Ambos componentes del complejo ESCRT-0 tienen dominios
de unién a ubiquitina conocidos como UIM (del inglés Ubiquitin Interaction Motifs)
(Bilodeau y col.,, 2002). ElI complejo ESCRT-0 puede unirse a cadenas de
poliubiquitina con alta avidez (Ren y Hurley, 2010) para agrupar a las proteinas
cargo ubiquitinadas hacia los sitios de formacién de los CMVs, ademas, recluta
clatrina, ligasas de ubiquitina y enzimas desubiquitinantes (Wollert y Hurley, 2010).
Através de la proteina Vps27 este complejo puede interactuar con la proteina Vps23
del complejo ESCRT-I (Raiborg y col., 2001).

1.4.2 Complejo ESCRT-I
Este complejo ESCRT-I es un heterotetramero formado por las proteinas Vps23,

Vps28, Vps37 y Mvb12 ( Katzmann col., 2001; Audhya col., 2007; Chu col., 2006;
Curtiss col., 2007; Kostelansky col., 2007; Morita y col., 2007; Oestreich col., 2007)
(Figura 4). Se co-ensambla con el complejo ESCRT-II sobre las membranas
(Kostelansk col.,2007) iniciando la formacion de la membrana limitante del CMV
dentro de su lumen ( Wollert y Hurley, 2010). Vps23 contiene un dominio llamado
UEV (del inglés Ubiquitin E2 Variant) que le permite interactuar con proteinas cargo
ubiquitinadas (Katzmann col., 2001; Sundquist col., 2004; Teo y col., 2004) y con el
complejo ESCRT-0 (Bilodeau col., 2003; Katzmann col., 2003; Lu y col., 2003;
Pornillos col., 2003). La proteina Vps28 contiene un dominio CDT (del inglés C-
terminal four helix bundle domain) que interactla con la proteina Vps36 del complejo
ESCRT-II (Gill y col., 2007; Kostelansky col., 2006).
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1.4.3 Complejo ESCRT-II
Este complejo ha sido caracterizado principalmente en humano y en levadura. Esta

formado por las proteinas Vps22, Vps25 y Vps36, en una proporcion 1:2:1,
respectivamente (Hierro y col., 2004; Im y Hurley, 2008; Teo y col., 2004) (Figura
4). A pesar de que carecen de homologia en secuencia entre ellas, cada una
contiene dos dominios WH (del inglés Winged Helix). Estos dominios han sido bien
caracterizados como dominios de unién a acidos nucleicos, tanto ARN como ADN,
pero se encuentran principalmente en proteinas de union a ADN y ademas estan
involucrados en las interacciones proteina-proteina (Emmerman y col., 2018), sin
embargo, hasta el momento no hay evidencia directa de que el ESCRT-Il pueda
interactuar con este acido nucleico (Teoy col., 2006) . Por otro lado, los dominios
WH también se han reportado en factores de transcripcion como E2F4 y DP2.
(Gajiwala y Burley, 2000 ; Zheng y col., 1999).

Ademas de compartir los dominios WH, las proteinas del ESCRT-II también cuentan
con regiones caracteristicas para cada una de ellas. Vps22 contiene en la regién N-
terminal un motivo CC (del inglés Coiled coil) que se une a Vps36, y sus dominios
WH le permiten la interaccién con Vps25 (Winter y Hauser 2006; Hierro y col. 2014).

Vps25 contiene dos motivos PPXY que contactan a Vps22 y Vps36, y los dominios
WH le permiten asociarse con Vps20 del complejo ESCRT-IIl. Ensayos in vitro e in
vivo en levadura han demostrado que Vps25 induce la liberacién de la auto-
inhibicion de Vps20 por el desplazamiento de la region auto-inhibitoria de ésta
proteina. Este evento resulta en la activacion de Vps20, la cual una vez activada
puede desencadenar la nucleacion por Vps32 durante la formacion de los CMVs
(Teis y col., 2010).

Vps36 puede interactuar con Vps25 y Vps22 a través de sus dominios WH y en el
extremo N-terminal contiene un dominio llamado GLUE (del inglés GRAM-Like
Ubiquitin-binding in EAP45) que se asocia a proteinas cargo ubiquitinadas, a
fosfatidilinositol-3-fosfato (Slagsvold y col., 2005) y a Vps28 del complejo ESCRT-I,
todo esto en humano (Hurley y Scott, 2006; Im y Hurley, 2008). En el caso de S.
cerevisiae, el dominio GLUE esta formado por dos motivos de dedos de zinc: NZF1
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y NZF2 (del inglés Npl4-type zinc finger), el primero se une a Vps28 ESCRT-1 y el
segundo interacciona con la ubiquitina ( Teo col., 2006). En otros organismos como
Fusarium graminearum se ha descubierto que Vps36 ademas de interactuar con
Vps28 también puede asociarse a otros componentes del complejo ESCRT-I, como
la proteina Vps23, reforzando asi la union entre el complejo ESCRT-1 'y ESCRT-II

durante el evento de endocitosis (Xie y col., 2019).

El complejo ESCRT-II trabaja en conjunto con los complejos ESCRT-I y ESCRT-III
en la biogénesis de los CMVs (Babst col., 2002) y funciona como un puente entre
los complejos rio arriba ESCRT-0 y ESCRT-I y el complejo rio abajo ESCRT-II,
involucrado en la escisibn de la membrana. Existe evidencia de que la
sobreexpresion del ESCRT-Il puede rescatar las deleciones en los genes del
ESCRT-I en levadura, pero no viceversa (Babst col., 2002).

Al igual que los complejos ESCRT-0y ESCRT-I, el complejo ESCRT-Il puede unirse
a proteinas cargo ubiquitinadas, a través de la proteina Vps36 (Alam col., 2004).
Ademas, este complejo puede conectar a los CMVs hacia microtibulos mediante
las proteinas RILP, Rab7 y dineina (Progida col., 2007; Wang y Hong, 2006).

A algunos de los componentes de este complejo ESCRT-II se les atribuye un rol en
otros eventos celulares, por ejemplo, durante la abscision citocinética, en donde
Vps25 se asocia con Vps20 del complejo ESCRT-III para participar en una cascada
de reclutamiento de los demas componentes de la maquinaria ESCRT al sitio donde
se llevara el proceso de citocinesis (Christ y col., 2016). Por otro lado, se ha
observado que el silenciamiento del gen vps22 en Oryza sativa (arroz) es causante
de letalidad en las plantulas y reduce de manera significativa el crecimiento de
brotes y raices (Zhang y col., 2012), lo que sugiere su participacion durante el

crecimiento y desarrollo de este organismo.

En especies como Arabidopsis thaliana también se ha comprobado la existencia de
las proteinas Vps22, Vps25 y Vps36. Y se ha observado la asociacion de este
complejo con ubiquitina, su participacion en la biogénesis de CMVs y el rol en la
clasificacion endosomal de las proteinas cargo en la membrana de vacuolas para

su degradacion (Wang y col., 2017).
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1.4.4 Complejo ESCRT-III

El ESCRT-III consiste en cuatro subunidades: Vps2, Vps20, Vps24 y Vps32 (Babst
col.,, 2002) (Figura 4). Los monémeros de ESCRT-IIl no se localizan en el
endosoma, sino que existen en un estado autoinhibido en el citoplasma. El complejo
ESCRT-IIl inicia su ensamble cuando la proteina Vps25 del complejo ESCRT-II se
une a Vps20. Vps20 recluta a Vps32, que al polimerizarse atrae a Vps24. Vps32
también acerca a la proteina Brol/Alix (del inglés BCK1-like resistance to osmotic
shock protein-1/apoptosis-linked gene-2 interacting-protein X) que estabiliza los
filamentos de Vps32 y recluta a la enzima deubiquitinasa Doa4 (Luhtala y Odorizzi,
2004), en seguida, Vps2 es atraida al endosoma gracias a Vps24 (Teis col., 2008).
Finalmente, la proteina accesoria Vps4, una ATPasa, lleva a cabo el desensamble
de la maquinaria. Esta se une a subunidades del complejo ESCRT-IIl a través de
su dominio MIT (del inglés microtubule-interacting and traficking) localizado en el N-
terminal (Babst col., 1997; Babst col., 1998).
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Figura 4.- Sistema ESCRT en diferentes organismos. A) Maquinaria ESCRT en
Saccharomyces cerevisiae. B) Representacion de la maquinaria ESCRT en Homo
sapiens (Hurley, 2010). La mayoria de las proteinas que conforman esta maquinaria
se conservan en los organismos antes mencionados y cuentan con dominios

similares.
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1.5 Lamaquinaria ESCRT en E. histolytica
En E. histolytica, la fagocitosis y trafico vesicular juegan un papel muy importante

en la ingestion y degradacion de las células del hospedero y de otros
microorganismos que la amiba ingiere. Algunas de las proteinas Vps’s, asi como
las proteinas accesorias que se encuentran involucradas en procesos de transporte
de vesiculas en eucariontes han sido detectadas en este parasito. De acuerdo al
andlisis in silico en las bases de datos del genoma de la amiba se identificaron 22
genes correspondientes a proteinas ESCRT con similitud a las de levadura y
humano y se probé que la mayoria de ellos se transcriben en trofozoitos en
condiciones basales y a los 5 min de la eritrofagocitosis (Figura 5) (Lopez-Reyes y
col., 2010).
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Figura 5.- Perfil de expresién de genes correspondientes a proteinas que
conforman la maquinaria ESCRT en E. histolytica. A) En la imagen se muestran
los productos de los ensayos de RT-PCR semicuantitativa obtenidos de trofozoitos
en condiciones basales y a los 5 minutos después de eritrofagocitosis. B) Andlisis
densitométrico de los productos amplificados por RT-PCR. Los asteriscos indican
diferencia estadisticamente significativa entre las condiciones basales y de
eritrofagocitosis para algunos de los genes del complejo ESCRT (LOpez-Reyes y
col., 2010).
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1.6 ESCRT-0y | en Entamoeba histolytica

Aungue en E. histolytica no se ha detectado el complejo ESCRT-0 tal y como esta
descrito en levadura o en humano, E. histolytica expresa la proteina EhTom1, la
cual podria llevar a cabo funciones del ESCRT-0 como sucede en Dictyostelium
discoideum (Blanc y col., 2009) y también expresa la proteina EhVps23 del complejo
ESCRT-I. Ensayos de transcripcion de los genes ehtoml y ehvps23 del parésito
durante la fagocitosis, indicaron que existe un aumento diferencial en los niveles de
ARN mensajero para los dos genes a tiempos tempranos de eritrofagocitosis (figura
6) (Galindo-Olea, 2016, Tesis de maestria). Por otro lado, se determind que la
proteina EhVps23 cuenta con un dominio de interaccion con ubiquitina y un dominio
“Vps23 core” (Galindo-Olea y col.,, 2021). Ademas, mediante ensayos de
inmunofluorescencia se evalué la localizacion de EhVps23 en condiciones de
fagocitosis y en condicién basal. Los resultados obtenidos arrojaron que esta
proteina se situaba en membrana plasmatica, vesiculas citoplasmicas y cuerpos
multivesiculares durante el estado basal, a diferencia de la condicién de fagocitosis
en donde se observé a esta proteina asociada a ubiquitina en fagosomas y
vesiculas aledafias (Galindo-Olea y col., 2021). Ademas, a través de analisis de
docking molecular y ensayos de inmunoprecipitacion se determiné que EhVps23
interactta con ubiquitina, componentes del complejo ESCRT-IIl como EhVps32 y
otras moléculas como el acido lisobifosfatidico (Galindo-Olea y col.,2021). Por otro
lado, el silenciamiento del gen EhVps23 también result6 en la disminucién de la tasa
de fagocitosis (Galindo-Olea y col.,2021). EhVps23 ha mostrado ser un factor clave
en otros procesos como secrecion, motilidad e invasion de tejido (Galindo-Olea et.
al., 2022).
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Figura 6.- EnTom1ly EhVps23 de E. histolytica durante la eritrofagocitosis. A)
Niveles de expresion de los genes ehtoml y ehvps23 en condiciones basales y
durante eritrofagocitosis, obtenidos mediante RT-gPCR. B). Localizacion subcelular
de EhToml y EhVps23 en trofozoitos de E. histolytica incubados con eritrocitos
durante 0, 2, 5 y 10 minutos; se utilizaron anticuerpos especificos primarios anti-
EhTom1l y anti-EhVps23 (dil. 1:50) y anticuerpos secundarios (dil. 1:100) marcados
fluorescentemente. Los nucleos se tifieron con DAPI (dil. 1:200) (modificada de
Galindo Olea, 2016).
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Figura 7.- EhVps2 se asociaacomponentes del complejo ESCRT-III, ubiquitina
y fosfolipidos durante el evento de fagocitosis. La proteina EhVps2, parte del
complejo ESCRT-III tiene la capacidad de asociarse con EhVps20 y EhVps32 del

mismo complejo (modificada de Avalos-Padilla y col., 2018).
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1.7 ESCRT-IlIl en Entamoeba histolytica

En 2016, Avalos Padilla caracterizé a los miembros del ESCRT-lll en amiba:
EhVps32, EhVps24, EhVps20 y EhVps2. Estas proteinas estan dispersas e
inactivas en el citoplasma cuando la amiba esta en estado basal. Durante la
fagocitosis, EhVps32 se encuentra en vesiculas citoplasmaticas adyacentes a la
membrana plasmética y en algunos fagosomas con eritrocitos (Figura 7) formando
oligdmeros sobre estos. EnVps32 se co-localiz6 con proteinas que participan en la
endocitosis como la actina, la EhADH vy la lectina Gal/GalNAc en las bocas
fagociticas y en algunos fagosomas que contienen eritrocitos, 1o que sugiere su

participacion directa durante la fagocitosis (Figura 8) (Avalos-Padilla y col., 2015).

Mediante ensayos con vesiculas gigantes unilamelares (GUVSs) se estudidé la funciéon
de las proteinas del complejo ESCRT-IIl. Por medio de estos experimentos se
determindé que EhVps20 es la primera proteina que se une a las membranas
cargadas negativamente e inicia el reclutamiento del resto de la maquinaria.
Posteriormente EhVps32 forma invaginaciones en la membrana y después de esto
EhVps24 escinde la vesicula naciente durante la formacion de CMVs, originando
las VILs. A pesar de que EhVps2 parece no ser necesaria para la formacion de estas
vesiculas se observaron cambios en su localizacion celular durante la
eritrofagocitosis al igual que las deméas Vps del complejo ESCRT-III (Figura 8)
(Avalos-Padilla, 2016). Por otra parte, resultados recientes han mostrado que
EhVps2 podria tener un papel regulador del tamafio de las VILs en los CMVs
(Henne, 2012; Avalos-Padilla, 2016).
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Figura 8.-Deteccion y localizacion de las proteinas del complejo ESCRT-III en
condiciones basales y durante la eritrofagocitosis en trofozoitos de E.
histolytica. A) Localizacion EhVps32 durante la fagocitosis. Microscopia confocal
usando anticuerpos especificos anti-EhVps32r seguido del uso de anticuerpos
secundarios marcados con FITC. Flechas: membrana plasmatica. Puntas de flecha:
vesiculas cercanas a la membrana plasméatica. B) Trofozoitos incubados con
eritrocitos humanos a 37°C, en relacion 1:25, a diferentes tiempos. Las
preparaciones se incubaron con los anticuerpos especificos a-EhVps24, a-EhVps20
y a-EhVps2 seguidos de anticuerpos secundarios acoplados a FITC (verde) en el
caso de EhVps24 y EhVps20 y TRITC (rojo) para EhVps2. Los nucleos fueron
tefiidos con DAPI (azul), para su posterior analisis en microscopia confocal.
Cabezas de flecha rellenas: fagosomas marcados el respectivo anticuerpo.
Cabezas de flecha vacias: fagosomas sin marca modificado de (Avalos-Padilla,
2016).

41



arEhVps32 phase contrast . EhVps24 EhVps20 EhVps2
| min

45

60

42



1.8 Proteinas accesorias de la maquinaria ESCRT en Entamoeba histolytica

Para su eficiente funcionamiento, la maquinaria ESCRT requiere de la
coadyuvancia de otras proteinas que no forman parte de los complejos ESCRT,
pero que participan en los procesos que esta maquinaria lleva a cabo. A estas
proteinas se les conoce como proteinas accesorias y entre ellas se encuentran
EhVps4 y EhADH (Figura 9).

En E. histolytica se demostro la presencia de EhVps4, que conserva la arquitectura
tipica de sus homdlogos y posee actividad de ATPasa, importante para
desensamblar la maquinaria ESCRT. En ensayos de eritrofagocitosis usando una
mutante dominante negativa, se demostrd que la EhVps4 participa en los procesos
de virulencia in vitro e in vivo y cambia su localizacion desde el citoplasma en
condiciones basales hacia alrededor de los fagosomas que contienen eritrocitos

durante la fagocitosis (Figura 9) (Lopez-Reyes y col., 2010).

Andlisis in silico demostraron que la proteina EhADH contiene en la region N-
terminal un dominio Brol de alta homologia con el dominio Brol de las proteinas de
la familia ALIX de mamifero. Alix participa en el direccionamiento de proteinas
endosomales y en la captura de la molécula cargo (Sun y col. 2015). La
sobreexpresion en trofozoitos del dominio Brol de EhADH disminuyd la tasa de
fagocitosis del parasito y llevé a la acumulacion de esta proteina en compartimentos
aberrantes, sugiriendo que el dominio Brol recluta proteinas que participan en la
fagocitosis. ENADH se localizé en membrana plasmatica, en CMVs y en fagosomas
durante la eritrofagocitosis y se asocié con EhVps32 a través del dominio Brol, lo
cual sugiere su participacion en la via de la formacion de CMVs (Banuelos y col.,
2012; Banuelos y col., 2005).
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Figura 9.- Localizacion de las proteinas accesorias EhVps4 y EhADH112
durante la eritrofagocitosis y su asociacion con EhVps32. A) Trofozoitos de la
clona A se incubaron con anticuerpos primarios anti-EhVps4 y anticuerpos
secundarios marcados con FITC. Las imagenes se obtuvieron por microscopia
confocal. Las puntas de flecha indican la sefial de EhVps4 en pequefios puntos
dentro del citoplasma. B) Localizacion celular de EhVps4 durante la
eritrofagocitosis. Las puntas de flecha negras muestran que EhVps4 rodea a los
eritrocitos fagocitados (modificada de (Lépez-Reyes y col., 2010). C) EhRADH112 en
fagosomas y CMVs después de 15 min de interaccion con eritrocitos, utilizando
microscopia electrénica de transmision y anticuerpos acoplados a particulas de oro.
D) Interaccién in vitro de ERADH112 a EhVps32 a través del dominio Brol, utilizando
proteinas GST-EhVps32 y EhADH112 marcada radiactivamente con [ $3°].
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1.9 ESCRT-Il en Entamoeba histolytica

El primer estudio de los genes ESCRT-II en E. histolytica fue realizado por Lopez-
Reyes y col. en 2011. En este trabajo, usando las bases de datos de amiba
(amoebaDB) se identificaron los genes Ehvps22, Ehvps25 y Ehvps36 que
conforman este complejo. Se obtuvieron los numeros de acceso EHI_ 131120 para
EhVps22, EHI 137860 para EhVps25 y EHI 045320 para EhVps36. Ademas,
mediante ensayos de PCR se evaluaron los niveles de expresidn de estos genes en
una condicion de fagocitosis y la condicion basal. Los resultados de este trabajo
mostraron cambios en los niveles de expresion. En el caso de EhVps25 se describe
un incremento y para EhVps36 una disminucion en comparacion con la condicidon
basal. Esta informacién sugiri6 la participacion del complejo ESCRT-II durante el
evento de fagocitosis en amiba. Posteriormente, en 2017 (Diaz-Hernandez, 2017.
Tesis de maestria) se analiz6é in silico a estas tres proteinas para conocer su
similitud con las proteinas de humano y levadura, cuales eran sus dominios, su
estructura terciaria y las interacciones que podrian llevar a cabo. Ademas, se
evaluaron de manera experimental los niveles de proteina durante la condicion de
fagocitosis, esto mediante ensayos de western blot. En los siguientes apartados

describimos cada uno de los hallazgos por proteina.

EhVps22

Mediante alineamientos in silico de la secuencia de aminoacidos se encontré que
EhVps22 cuenta con un 33% y 28% de identidad con respecto a Vps22 de
organismos en los que se ha estudiado ampliamente el complejo ESCRT como
Homo sapiens y Saccharomyces cerevisiae (Diaz-Hernandez M. C., 2017-Tesis de
maestria). Mediante la obtencion de la estructura tridimensional (Figura 10) y su
comparacion con la estructura de humano se determiné que EhVps22 presenta una
identidad estructural del 87.5% con respecto a humano lo que indica un gran
parecido y esto sugiere que EhVps22 pueda realizar las funciones que se le
adjudicado en otros organismos. EhVps22 cuenta con los dos dominios WH
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caracteristicos de las Vps's del complejo ESCRT-II, los cuales le podrian permitir

interactuar con EhVps25.

El interactoma in silico (Figura. 11) mostr6 que EhVps22 podria estar en
contacto con componentes del complejo ESCRT-I, como Vps23, con EhVps25 y
EhVps36 del complejo ESCRT-Il y, ademas, con las proteinas accesorias EhVps4
y EhRADH112 (Diaz-Hernandez M. C., 2017-Tesis de maestria). Otras proteinas con
las que hay una probable interaccion son las proteinas shnRNP-F, que participan en
el complejo del espliceosoma para la edicion de pre-ARNm; EhCaBP, una proteina
de union a calcio que participa en la fagocitosis; y con Vps29, un probable
componente del complejo del retrémero, el cual participa en el reciclaje de
receptores transmembranales desde endosomas hacia la red trans-Golgi. Por otro
lado, se evalué la transcripcion del gen Ehvps22 durante el proceso de
eritrofagocitosis, sin embargo, no se observaron cambios significativos a nivel
transcripcional al menos hasta los 30 min de fagocitosis (Figura.11l) (Diaz-

Hernandez M. C., 2017-Tesis de maestria).
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Figura 10.- Identificacion y caracterizacion in silico de EhVps22. A)
Alineamientos de la secuencia de aminoacidos de EhVps22 con Vps22 de Homo
sapiens y Saccharomyces cerevisiae y comparaciéon de dominios funcionales. B)
Obtencion de la estructura tridimensional de EhVps22 y empalme con Vps22 de

humano.
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Figura 11.- Interacciones in silico de EhVps22 y niveles de RNAm durante la
fagocitosis. A) Interactoma in silico de EhVps22. B) Niveles de transcripcion del

gen Ehvps22 durante diferentes tiempos de eritrofagocitosis (0, 2, 5, 10, 15, 30 min).
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EhVps25

EhVps25 tiene un 29% y 20% de identidad en secuencia con H. sapiens y S.
cerevisiae, respectivamente; y un 98.3% de identidad estructural con su contraparte
humana (Figura 12) (Diaz-Hernandez M. C., 2017-Tesis de maestria). Esta proteina
cuenta en la regién carboxilo terminal con dos dominios WH y un motivo PPXY
importante para la asociacion con otras proteinas Vps's, presentes también en
humano y levadura. El andlisis de prediccion de interacciones in silico (Figura 12)
mostrd que esta proteina podria interaccionar con Vps23 del ESCRT-I, con EhVps2
y EhVps32 del complejo ESCRT-III, con proteinas accesorias ENnADH112 y EhVps4,
y con las proteinas que conforman el complejo retrémero: Vps26, Vps29 y Vps35
(Diaz-Hernandez M. C., 2017-Tesis de maestria). Se observo también un aumento
significativo de la transcripcion del gen Ehvps25 durante el evento de fagocitosis
desde los 2 min hasta los 30 min. (Figura 13) (Diaz-Hernandez M. C., 2017-Tesis
de maestria). Interesantemente, durante la eritrofagocitosis no se detectd ningun
cambio significativo en los niveles de proteina comparado con la condicion basal,
pero si un cambio en su localizacién, del citoplasma, en donde se localiza en
condiciones basales, migr6 a las bocas fagociticas, vesiculas con eritrocitos

fagocitados y nacleo (Figura.13) (Diaz-Hernandez M. C., 2017-Tesis de maestria).
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Figura 12.- Identificacion y caracterizacion in silico de EhVps25. A)
Alineamientos de secuencia de aminoacidos de EhVps25 con Vps25 de Homo
sapiens y Saccharomyces cerevisiae y comparacion de dominios funcionales. B)
Obtencién de la estructura tridimensional de EhVps25 y empalme con Vps25 de

humano. C) Interactoma in silico de EhVps25.
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Figura 13.- Analisis de EhVps25 durante la fagocitosis en Entamoeba
histolytica. A) Niveles de transcripcion del gen Ehvps25 durante diferentes tiempos
de eritrofagocitosis (0, 2, 5, 10, 15, 30 min). B) Niveles de la proteina EhVps25
durante fagocitosis. C) Analisis densitométrico. D) Localizaciéon de EhVps25 durante

la eritrofagocitosis.
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EhVps36

Vps36, es la tercera proteina que forma parte del complejo ESCRT-II. Se sabe que
interactta con otras Vps’'s de su mismo complejo, asi como con las de complejos
aledafios. Ademas, en otros organismos se ha visto que se asocia a ubiquitina que

a su vez flanquea a la proteina cargo.

En E. histolyica, esta proteina tiene un 26% y 28% de identidad en secuencia con
respecto a H. sapiens y S. cerevisiae (Figura 14) (Diaz-Hernandez M. C., 2017-
Tesis de maestria). Sin embargo, el analisis de la estructura terciaria de EnVps36 y
su empalme con Vps36 de humano arrojo un 84.7% de identidad estructural
(Figural4). Esta proteina cuenta con dos dominios WH en la region carboxilo
terminal (Diaz-Hernandez M. C., 2017-Tesis de maestria), mediante los cuales
podria interactuar con EhVps25; no contiene el dominio GLUE (Figura 14), el cual
es importante para unirse a proteinas ubiquitinadas, anclarse a membrana
endosomal y asociarse con proteinas del complejo ESCRT-I, sin embargo, no hay
gue descartar la posibilidad de que su asociacion y la ejecucion de éstas funciones
se lleve a cabo de manera no conservada. El andlisis in silico de probables
interacciones sugiere la union con las proteinas EhVps22 y EhVps25 (ESCRT-II),
con EhVps23 (ESCRT-l), EhVps20 y EhVps32 (ESCRT-III), asi como con la
proteina EhVps35 del retromero (Figural4). Por otro lado, mediante ensayos de RT-
gPCR se evaluaron los niveles de ARNm también para el gen Ehvps36 durante el
evento de eritrofagocitosis. Los resultados indicaron que la cantidad de transcrito
aumentd significativamente a los 2 min con respecto a la condiciébn basal y
descendieron a partir de los 5 min al mismo nivel que la condicion basal (Figural5s)
(Diaz-Hernandez M. C., 2017-Tesis de maestria). La cantidad de la proteina
EhVps36 disminuy6 significativamente hasta los 15 y 30 min de la eritrofagocitosis
(Figuras 15). En el estado basal EhVps36 se localizé en el citoplasma, en algunas
regiones de la membrana y en el nucleo; durante la fagocistosis se encontro en los
pseuddpodos, el citoplasma y cerca de eritrocitos que aparentemente seran

endocitados (Figura 15); ademas, se co-localizé con EhVps25 en bocas fagociticas,
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eritrocitos adheridos a la amiba y nucleo (Figura 15) (Diaz-Hernandez M. C., 2017-

Tesis de maestria).
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Figura 14.-ldentificacion y caracterizacion in silico de EhVps36. A)
Alineamientos de la secuencia de aminoacidos de EhVps36 con Vps36de Homo
sapiens y Saccharomyces cerevisiae. B) Obtencion de la estructura tridimensional
de EhVps36 y empalme con Vps36 de humano. C) Comparacion de dominios
funcionales de EhVps36 con los organismos de referencia. D) Interactoma in silico
de EhVps36.
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Figura 15.- Andlisis de EhVps36 durante la fagocitosis en Entamoeba
histolytica. A) Niveles de transcripcién del gen Ehvps36 durante diferentes
tiempos de eritrofagocitosis (0, 2, 5, 10, 15, 30 min). B) Cuantificacién de los
niveles de proteina EhVps36 durante fagocitosis. C) Analisis densitométrico. D)

Localizacion de EhVps36 durante fagocitosis de eritrocitos.
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Dado que EhVps36 no contiene el dominio GLUE, el cual permite la uniéon a
proteinas cargo ubiquitinadas, a fosfolipidos y a Vps28 del ESCRT-I, se propuso
gue mediante una modificacion postraduccional como la sumoilacion se pudiera
suplir a la ubiquitinacion. La adicion de SUMO (del inglés Small Ubiquitin like
Modifiers), es una proteina que podria compensar esta funcion. En otros
sistemas, por ejemplo, en células de mamifero durante salida de la a- sinucleina
al medio extracelular, los componentes de la maquinaria ESCRT son reclutados
a través de la SUMOilacion (Kunadt y col., 2015).

1.10 SUMOilacién en Entamoeba histolytica

En tres especies de amibas: Entamoeba invadens, Entamoeba dispar y
Entamoeba histolytica, a través de herramientas bioinformaticas, se identificaron
genes modificadores de tipo ubiquitina conocidos como con sus respectivos
genes para enzimas de activacién, conjugacién y ligacién para que se lleve a
cabo el proceso (Shweta Arya y col., 2012) por lo que no se descarta la
posibilidad de que en E. histolytica exista una via de sefializacion para la proteina
SUMO, incluso, en otros organismos se sospecha que tal vez las vias de
ubiquitinacién y SUMOilacion lleguen a converger en algin punto llevando a un

resultado sinérgico o antagoénico en su sefializacion (Shweta Arya y col., 2012).

En 2021, Diaz Herndndez y colaboradores identificaron y caracterizaron por
primera vez a la proteina SUMO en E. histolytica (EhSUMO). Esto mediante
analisis in silico usando las bases de datos NCBI y AmoebaDB (Diaz-Hernandez
y col., 2021). Una vez obtenida la secuencia se realizaron comparaciones a nivel
de aminoé&cidos y de estructura terciaria con organismos de referencia como
humano, levadura y el parasito Giardia lamblia. Los resultados obtenidos
muestran gran parecido de esta proteina con las ya estudiadas. Ademas, la
proteina EhSUMO cuenta con el dominio Ubiquitin-2 Rad60 SUMO-like presente
en humano, levaduray giardia que se sabe es importante para el reconocimiento
de las proteinas blanco. Por otro lado, se evalud la localizacion de esta proteina
durante el evento de fagocitosis en amiba y los resultados evidencian el cambio
en su localizacién desde el citoplasma en una condicidn basal, hasta regiones

cercanas al contacto con los eritrocitos, bocas fagociticas y fagosomas una vez
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gue se estimula la fagocitosis (Diaz- Hernandez y col., 2021). Estos resultados
sugieren fuertemente la intervencion de la proteina EhSUMO durante la

fagocitosis de E. histolytica.

1.11 SUMOilacién en la maquinaria ESCRT

Como se explicd anteriormente, la SUMOilacion estad involucrada en la
fagocitosis de E. histolytica. Por lo tanto, la funcién de las proteinas de la
maquinaria ESCRT podria estar regulada o actuar en conjunto con la
sumoilacion. Para tratar de responder esta cuestion, en 2017, Diaz Hernandez
(tesis de maestria) realiz6 un andlisis in silico de los posibles sitios de
SUMOilacién y de motivos de union a SUMO (SIMs, del inglés SUMO Interaction
Motifs) en las proteinas de la maquinaria ESCRT de E. histolytica. Este analisis
mostré que la mayoria de las proteinas del complejo, hasta ahora estudiadas,
pueden ser modificadas por SUMO y pueden contener motivos SIM (Figural6)

(Diaz-Hernandez M. C., 2017-Tesis de maestria).

La ubiquitinacion, también se lleva a cabo en residuos de lisina, por lo que se
realizo el analisis in silico de posibles sitios de ubiquitinacion en la maquinaria
ESCRT para conocer si los mismos aminoacidos se modifican
postraduccionalmente con ambas proteinas (Diaz-Hernandez M. C., 2017-Tesis
de maestria). Se encontré que las lisinas que pueden SUMOilarse no son las
mismas que pueden ser marcadas por ubiquitina en la maquinaria ESCRT de
amiba. También, se observé que EhVps22 contiene dos motivos SIMs y un sitio
de SUMOilacion, con los cuales podria interactuar con proteinas cargo o
proteinas Vps SUMOiladas y con fosfolipidos de membrana. EhVps25 tiene un
sitio de SUMOilacion en la lisina del carboxilo terminal y ademas un sitio SIM en
el aminoacido 98, el cual sugiere que esta proteina podria interactuar con la
membrana endosomal y con proteinas cargo SUMOiladas. En Vps36 tiene un
sitio de SUMOilacion en la ultima lisina en carboxilo terminal, el cual le podria
permitir el anclaje a membrana endosomal (Diaz-Hernandez M. C., 2017-Tesis
de maestria). En otros organismos se ha reportado que Vps36 interacciona con
Vps28 del ESCRT-I, pero ya que Vps28 no fue identificada en amiba, se analizé
la existencia de algun sitio de SUMOilacion o sitio SIM en EhVps23, una Vps que
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pertenece al ESCRT-Il y que ya ha sido estudiada en E. histolytica (Galindo-Olea,
2015; Lopez-Reyes, 2010). EhVps23 tiene un sitio SIM en el carboxilo terminal,
el cual podria interaccionar con SUMO en Vps36; lo anterior sugirié un vinculo
entre ESCRT-l y ESCRT-II (Diaz-Hernandez M. C., 2017-Tesis de maestria).

Ademas, en estudios recientes se ha comprobado de manera experimental que
EhSUMO puede asociarse a componentes de la maquinaria ESCRT como
EhVps32 y la proteina accesoria EnADH durante el evento de fagocitosis (Diaz-
Hernadndez y col. 2021). Ademas, el silenciamiento del gen Ehsumo disminuye
significativamente la tasa de fagocitosis y de adhesion, y en menor medida el

efecto citopatico (Diaz-Hernandez y col. 2021).
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Tabla I.- Sitios de SUMOilacion en la maquinaria ESCRT de Entamoeba
histolytica. Prediccion in silico de posibles sitios de SUMOilacion y sitios SIMs
en las proteinas de la maquinaria ESCRT en amiba.
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Proteina Posicion Péptido/secuencia Score Sitio Tamafio
ESCRT-0  EhTomfi 99 SEGMEIVKKHPEVDE 37,628 SUMOilacion 494 aa
EhVps23 91-95 TTIECPE LIDLY 61,875 SIM 284 aa
ESCRT-I STSAWQD
203 ILELEQLKEDMEIKE 44,401 SUMOilacion -
- 214 EIKEIIFKLEKAQPI 18,002 SUMOilacién -
EhVps22 41 QINLFKLKLEEFLQN 26,79 SUMOilacion 237 aa
113-117 SRESNGGIIEINKLCELIN 63,03 SIM -
150-154 AKCLGEGLKWTIYQQSY (¢ SIM
ESCRT-II v
EhVps25 171 EYGIFWLK**** 38,326 SUMOilacion 171 aa
DLNKSSK LILLY
94-98 KPLREWG 56,532 SIM -
EhVps36 235 TQYLQYIK*** 41,096 SUMOilacion 235 aa
EhVps2 117 RKVNEATKLPAMQKY 24,671 SUMOilacion 246 aa
EhVps20 32-36 VTDES%E:'PLD 65,754 SIM 206 aa
ESCRT-II Ehvps24 176 EGGIEAVKNEVIAES 43,439 SUMOilacion 205 aa
NNEKSHE IGDLL
EhVps32 133-137 GEDLQD! 64,005 SIM 204 aa
EhVps4 78 MISGERVKSDDPDKE 45,994 SUMOilacion 419 aa
EALQEAV ILPIK
128-132 FPQLFTD 59,356 SIM -
Accesory - 231 TEASRRVKTEFLVQM 41,814 SUMOilacion -
EhADH112 154 QAAGAFQKAADCAQL 25,68 SUMOilacion 687 aa
366-370 EYNSKAQ VILND SKKCES 58,036 SIM -
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2 JUSTIFICACION

Los estudios realizados en E. histolytica sobre las proteinas de complejo ESCRT-
II: EnVps22, EhVps25 y EhVps36 indican que participan durante la fagocitosis.
Sin embargo, su rol en el ensamble de la maquinaria ESCRT y las interacciones

con otras proteinas aun no han sido caracterizadas.

3 HIPOTESIS

Las proteinas EhVps22, EhVps25 y EhVps36 del complejo ESCRT-II forman
parte de la maquinaria ESCRT, la cual regula la fagocitosis en Entamoeba

histolytica.

4 OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar las funciones e interacciones de las proteinas EhVps22, EhVps25 y

EhVps36 del complejo ESCRT-II involucrado en la fagocitosis de E. histolytica.
Objetivos particulares

1.- Obtener las estructuras 3D del complejo ESCRT-II y determinar sus probables

asociaciones mediante docking molecular (in silico).

2.- Comprobar experimentalmente las interacciones entre los componentes del
complejo ESCRT-II (in vitro).

3.- Determinar interaccion del complejo ESCRT-II con sus complejos aledafios:
ESCRT-1y ESCRT-III (in vitro).

3.- Probar la funcion del complejo ESCRT-II de E. histolytica in vivo, mediante la

disminucién de la expresion del gen Ehvps25.
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5 MATERIALES Y METODOS

Cultivo de trofozoitos

Trofozoitos de E. histolytica, clona A (cepa HM1: IMSS), se cultivaron
axénicamente en medio TYI-S-33 (Diamond y col.,, 1978) a 37 C y se

recolectaron en fase de crecimiento logaritmico para todos los experimentos.

Busqueda ESCRT-Il y andlisis filogenético

Se identifico la secuencia completa de los genes EhVps22, EhVps25 y EhVps36
en el genoma de E. histolytica (EHI_131120, EHI_137860 y EHI_045320
respectivamente), utilizando el algoritmo BLASTP
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov//Blast. cgi) y la base de datos AmoebaDB
(www.amoebadb.org). Ademas, también se exploraron las proteinas Vps22,
Vps25 y Vps36 de H. sapiens (NP_009172, NP_115729 y NP_057159) y S.
cerevisiae (YPLOO2C, YJR102C y YLR417W). Las secuencias de aminoacidos
de EhVps22, EhVps25 y EhVps36, se alinearon con su ortdlogo por ClustalW y
los datos se sometieron a analisis filogenético por UPGMA, utilizando el software

MEGA 5.05. El bootstrapping se realiz6 en 1000 repeticiones.

Estructura secundaria de EhVps22, EhVps25, EhVps36 y Vps20 vy
Simulaciones de Dinamica Molecular (MDS) para obtener la estructura

terciaria.

Mediante analisis in silico, los dos dominios Winged-helix de las proteinas
EhVps22, EhVps25 y EhVps36 se ubicaron y alinearon con la supuesta
secuencia de aminoacidos y se compararon con EhVps22, EhVps25 y EhVps36
ortélogos, respectivamente, para diseflar la estructura secundaria de las
proteinas. Los dominios funcionales se predijeron en la plataforma kegg
(https://www.genome.jp/kegg/kegg2.html) y la ilustracion de los mismos se
realizé en IBS llustrator for Biological Sequences (http://ibs.biocuckoo.org/ en
linea.php). La estructura 3D de EhVps22, EhVps25, EhVps36 y EhVps20 se
obtuvo del servidor I-TASSER. Se selecciono de acuerdo con su puntaje Cy los
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mejores valores de diagrama de Ramachandran después de MDS durante 100
ns en un ambiente soluble. EI modelo 3D de EhVPS23 se obtuvo segun lo

informado previamente por Galindo-Olea y col., 2021.
Acoplamiento proteina-proteina

Las instantaneas de EhVps23 (Galindo-Olea y col., 2021), EhVps22, EhVps25,
EhVps36 y EhVps20 para el analisis de acoplamiento se obtuvieron utilizando el
analisis de agrupamiento en los ultimos 50 ns de los MD con el software Carma
(Koukos y Glykos, 2013). Los estudios de acoplamiento proteina-proteina se
calcularon empleando diferentes conférmeros con el servidor ClusPro (Comeau,
Gatchell, Vajda y Camacho, 2004a; Comeau, Gatchell, Vajday Camacho, 2004b;
Kozakov y col., 2013); Los conformadores con los miembros de clister mas altos
y la energia mas baja calculada en FireDock (doi: 10.1093/nar/gkn186) se
analizaron en el servidor PDBsum (DOI: 10.1016/s0968-0004(97)01140-7), la
visualizacion de todas las estructuras 3D fue realizada por VMD (Humphrey y
col., 1996).

Clonacién de los Genes Vps22, Vps25y Vps36 de E. histolytica (EhVps22,
EhVps25y EhVps36)

Para clonar los genes EhVps22, EhVps25 y EhVps36, se amplificaron por PCR
las secuencias completas de ADN de 714, 516 y 708 pb respectivamente,
utilizando los siguientes cebadores especificos: sense
5" CCGGTACCTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTATG

TCAAAAAGAACAATTGATTTGTTATGTAG-3y antisentido 5-
GGGGATCCTTAAAACAAGTTATATAATGATGTCCAATATGCT-3
correspondiente a EhVps22, sentido

5 CCGGTACCTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTATG
ACATTTGGAATTCCTGAATTTGC-3y antisentido 5'-GGGGATCCTTATTTCAA

CCAAAAAATTCCATATTCTCCT-3" correspondiente a EhVps25 y sentido
5" CCGGTACCTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTATGTCTAATCAACCA
CAATATGGAATTAAATC-3’ y antisentido 5-
GGGGATCCTTATTTGATGTATTGAAGGTATTGAGTATTAAAAAGA-3’
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correspondiente a EhVps36, en una mezcla que contenia: 10 mM de dNTPs,
molde asantdmico y ADN histologico de E.D 100 ng, 2,5 U de ADN polimerasa
Taq (Gibco). El ensayo de PCR se llevé a cabo durante 35 ciclos (1 min a 94 -C,
30sad9-Cy40sa72-C). Los oligonucledtidos sentido contienen un sitio de
restriccidbn Sacl, mientras que el oligonucle6tido antisentido alberga un sitio de
restriccion Kpnl. . Los genes de longitud completa se clonaron en plasmido de

ADN pCold Il, que confirié una etiqueta de histidina.

Ensayos de PCR

El ARN total se aisl6 de los trofozoitos utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen),
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. El ADN complementario
(ADNc) se sintetizé usando cebadores oligo dT y la transcriptasa inversa
Superscript 1l (Invitrogen). Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo
utilizando ADN polimerasa de alta fidelidad Q5 ® (Biolabs) con 20 ng de ADNc
como moldes y cebadores especificos. Los productos se separaron por
electroforesis en geles de agarosa al 1% y se tifieron con bromuro de etidio.
Como controles para las amplificaciones por PCR, en lugar de ADN, se utiliz6

agua libre de nucleasas.

Expresion y purificacion de proteina recombinante y generacion de
anticuerpos anti-EhVps22, EhVps25y EhVps36

Las bacterias Escherichia coli BLI21 (pLysS) se transformaron por separado con
pCold/EhVp22, pCold/EhVp25 y pCold/EhVp36, que contenian el marco de
lectura abierto completo de los genes EhVps22, EhVps25 y EhVps36 para
producir proteinas recombinantes EhVps22, EhVps25 y EhVps36 marcadas con
His (rEhVps22, rEhVps25 y rEhVps36). Las proteinas His-rEhVps22, His-
rEhVps25 y His-rEhVps36 se purificaron con perlas de cobalto en un gradiente
de imidazol y se usaron para inocular por via subcutanea e intramuscular ratones
BALB/c (50 pg emulsionados en adyuvante Titer-Max Classic, 1:1) (Sigma ),
ratas Wistar (80 ug emulsionados en adyuvante Titer-Max Classic, 1:1) (Sigma),

Conejo New Zeland (150 pg emulsionados en adyuvante Titer-Max Classic, 1:1)
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(Sigma), respectivamente, para generar a -Anticuerpos policlonales EhVps22,
EhVps25 y EhVps36. Se inyectaron dos dosis mas con la misma concentracion,
en cada caso, a intervalos de 15 dias, y se extrajo sangre de los animales para
obtener el suero inmune. También se obtuvo suero preinmune, antes de la

inmunizacion.

Ensayos de fagocitosis

Para los ensayos de fagocitosis, los trofozoitos se incubaron durante 0, 5, 15y
30 min con glébulos rojos (1:25) a 37 °C. En diferentes tiempos, los trofozoitos
fueron preparados para inmunofluorescencia (Garcia-Rivera y col., 1982) y
observados a través del microscopio confocal. Otras preparaciones se tifieron
mediante la técnica de Novikoff (Novikoff y col., 1972), se contaron los eritrocitos
adheridos e ingeridos en 100 trofozoitos a través del microscopio éptico (Axiolab,

Zeiss).

Ensayos de Western Blot

Se sometieron a electroforesis lisados de trofozoitos (40 pg) o rEhVps22,
rEhVps25 y rEhVps36 purificados en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato
de sodio al 15 % (SDS-PAGE). Las proteinas separadas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa y se probaron con a-EhVps22 de ratén (1:1000), a
de rata -EhVps25 (1:2000), conejo a-EhVps36 (1:1000), rata a-EhVps23 (1:500),
conejo a-EhVps20 (1:500), conejo a-EhVps32 (1:500) y anticuerpo monoclonal
anti-actina (1:3000) gentiimente donado por el Dr. José Manuel Hernandez
(Departamento de Biologia Celular, CINVESTAV). Las membranas se lavaron,
se incubaron con anticuerpo secundario marcado con HRP de a-ratén, a-rata y
a-conejo (Sigma, 1: 10 000) y se revelaron con el reactivo de detecciéon ECL
Prime (GE-Healthcare, Chicago, IL, EE. UU.), segun las instrucciones del

fabricante.
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Ensayos de microscopia confocal

Los trofozoitos se cultivaron en cubreobjetos, se fijaron con paraformaldehido al
4 % a 37 °C durante 1 h, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,5 % y se
bloquearon con suero fetal bovino al 10 % en PBS. Luego, las células se
incubaron a 4 -C durante la noche (ON) con a-EhVps22 (1:100), a-EhVps22
(1:100), a-EhVps36 (1:100), rata a-EhVps23 (1: 50) o a-EhVps20 de conejo
(1:50), anticuerpos. Después de un lavado extenso, las muestras se incubaron
durante 30 min a 37 -C con anticuerpo secundario marcado con azul pacifico de
ratén alfa, marcado con TRIC de rata alfa o con FITC de conejo alfa (1:100). La
fluorescencia se conservo utilizando el reactivo antifade Vectashield (Vector), se
examind a través de un microscopio confocal Carl Zeiss LMS 700, en secciones
laser de 0,5 pm y se proceso6 con el software ZEN 2009 Light Edition (Zeiss).
Para evaluar la colocacion entre proteinas, se cuantifico la intensidad de la
fluorescencia a partir de al menos 25 imagenes confocales, utilizando el software

ImageJ 1.45v y el complemento JACoP.

Ensayos de pull-down

Se usaron proteinas recombinantes EhVps22, EhVps25 y EhVps36 etiquetadas
con histidina purificadas. Estos se fijaron a la resina de cobalto mediante
incubacion durante 3 horas a 37°C con agitacién suave. Posteriormente se
realizaron 2 lavados con gradiente de imidazol. Luego se administré un lavado
con PBS. A continuacién, las proteinas unidas a la resina se incubaron con
lisados de trofozoitos totales durante 4 horas a 37°C con agitacion suave.
Posteriormente se realizaron tres lavados con tampén de elucién. Las muestras
se centrifugaron, se recupero el sobrenadante, se afiadié tampén de muestra 2X
y se hirvieron durante 5 min a 100°C. Posteriormente, las muestras se
sometieron a electroforesis en gel de acrilamida al 12%. Las muestras corren a
1 cm de los pozos de gel y luego se tifien con azul de Coomassie. Finalmente,
se corto la parte del gel por donde corrieron las muestras y estas se analizaron

por espectrometria de masas.
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Ensayo de silenciamiento

Las eliminaciones (KD) de EhVps25 se realizaron utilizando la expresion
bacteriana de ARN de doble cadena (dsRNA) y experimentos de remojo de
parasitos como se describe. Brevemente, los primeros 400 pb del extremo 5' del
gen EhVps25 se amplificaron por PCR utilizando los siguientes cebadores:
sentido 5'-CCGAGCTCATGACATTTGGAATTCCTGAATTTGC -3'

y antisentido 5 -GGGGTACCTTTCAATTGAAAATGATAAAGAATCTG-3'.
Luego, el amplicén se clon6 en pJET1.2/plasmido romo y se subcloné en el
plasmido pL4440, usando los sitios de restriccion Kpnl y BamHI. Se realizaron
PCR, andlisis de restriccion y secuenciacion de ADN para verificar el plasmido
pL4440-EhVps25 resultante. La cepa HT115 de E. coli deficiente en ARNasa lll
competente se transformé con el plasmido pL4440-EhVps25. Las bacterias se
cultivaron a 37 -C en caldo LB para la construccion de plasmidos o caldo 2YT
para la expresion de dsRNA, en presencia de ampicilina (100 mg/mL) y
tetraciclina (10 mg/mL). La expresion de EhVps25 dsRNA se indujo con isopropil
B-D-1-tiogalactopirandsido ON 2 mM a 37 -C. Luego, el sedimento bacteriano se
mezcld con acetato de amonio 1 M y EDTA 10 mM, se incubé con fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) y se centrifug6. El sobrenadante se
mezcl6 con isopropanol, se centrifugo y el sedimento de acido nucleico se lavo
con etanol al 70 %. Se agregaron DNase | (Invitrogen) y RNase A (Ambion,
Austin, TX, EE. UU.) para eliminar las moléculas de ssRNA y dsDNA. EhVps25-
dsRNA se lavé de nuevo con isopropanol y etanol, se analizé6 mediante
electroforesis en gel de agarosa y se determind la concentracibn mediante
espectrofotometria. Por ultimo, se afiadieron moléculas purificadas de EhVps25-
dsRNA (50 pug/mL) a trofozoitos (3,0 x 104) en medio completo TYI-S-33, y los
cultivos se incubaron a 37 -C durante 24 y 48 h. A las 24 h fue el momento en
que se visualizé y analiz6 el silenciamiento de la proteina EhVps25 mediante
ensayos de transferencia Western y microscopia confocal. Todos los
experimentos posteriores se realizaron en este momento. Los trofozoitos que

crecian en condiciones estandar (sin dsRNA) se usaron como controles.
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Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron mediante la prueba t-Student, utilizando el
software GraphPad Prism 5.0. Las puntuaciones que muestran diferencias
estadisticamente significativas se indican con asteriscos en los graficos. Los

valores de p correspondientes se indican en las leyendas de las figuras.
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6 RESULTADOS

Las estructuras tridimensionales de las proteinas EhVps22, EhVps25 y

EhVps36 presentan una alta homologia con sus ortdlogos

Como se sabe, la estructura de las proteinas y su dinamica en el medio ayuda a
predecir posibles asociaciones con otras moléculas. Por lo que, en este proyecto
quisimos obtener evidencia de que EhVps22, EhVps25 y EhVps36 son ortdlogos
cercanos a sus respectivas familias. Y para ello, obtuvimos las estructuras
tridimensionales (3D) de las proteinas ESCRT- Il y las analizamos mediante la
comparacién con sus ortélogos humanos y de levadura. Luego, estos modelos
3D se sometieron a un andlisis de simulacién de dinAmica molecular (MDS), para
posteriormente calcular la desviacion cuadratica media (RMSD) usada para
medir la similitud entre coordenadas atémicas superpuestas durante un lapso de
tiempo y determinar cuando la proteina alcanza su estabilidad. Ademas,
estimamos las fluctuaciones cuadraticas medias (RMSF) para medir el
desplazamiento del Ca y el radio de giro (Rg) para obtener la contraccion de

estructura.

El resultado del analisis de prediccién de la estructura 3D de EhVps22 revelo
gue contiene nueve hélices a y tres laminas 3 que forman los dos dominios WH,
como se describe para los ortélogos de S. cerevisiae y H. sapiens (Teo y col.,
2006). La alineacion estructural de este modelo exhibié un RMSD de 1.35y 2.88
A respecto a los cristales de sus ortélogos en humano y levadura (Figura 16). En
cuanto al valor de RMDS, EhVps22 alcanz6 su estabilidad a los 60 ns (Figura
17D), mientras que el valor de RMSF exhibi6 tres areas de mayor movimiento en
la proteina, una en M1-F23 con una fluctuacién de 20 A, probablemente debido
a la falta de estructura secundaria en el extremo N de la proteina (Figura 17E).
La segunda &area de mayor movimiento se encontré en W214-A228 con
fluctuaciones de 10 Ay la tercera en el aminoacido F237 con fluctuaciones de 8
A (Figura 17E), ambas ubicadas en el extremo C-terminal, el cual esta
compuesto por estructuras enrolladas. El Rg mostrO una expansion de la
proteina en los primeros 15 ns y se contrajo en el lapso de 16 a 60 ns de

trayectoria, alcanzando estabilidad después de 80 ns de MDS (Figura 17F).
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EhVps25 presenta seis hélices a y ocho hebras 3; mientras tanto, los dominios
WH aparecian formados por cinco hélices alfa (Figura 17B) como en sus
ortélogos (Teo y col., 2004). La alineacion estructural de este modelo exhibié un
RMSD de 0.88 y 2.76 A con ort6logos de cristales humanos y de levadura,
respectivamente (Figura 16A). EhVps25 alcanzé su estabilidad al comienzo de
RMDS a 20 ns (Figura 17D), mientras que RMSF exhibié cinco areas de mayor
movimiento en N89-S91 con 3 A, G115-G119, con fluctuaciones de 3,5 A, N129-
E132, y Q160-E164 y otro en los aminoacidos K171 con fluctuaciones de 3 A, 4
A'y 3,5 A, respectivamente (Figura 17E). El Rg indicé la expansion de la proteina
en los primeros 10 ns del MDS, y luego, el sistema permanecié sin cambios
después de 190 ns de trayectoria, lo que coincide con los valores de RMSD
(Figura 17F).

El modelo EhVps36 se encuentra formado por ocho hélices a y cinco laminas 3
(Figura 17C). Los dominios WH, a excepcion de la ultima hoja 8, se encuentran
en el extremo C. EhVps36 alcanz6 la estabilidad después de 170 ns de la
simulacion (Figura 17D). El grafico de RMSF exhibio tres regiones de fluctuacion
ubicadas en M1-S28, D45-E60 y T228-K235 con 18 A, 12 A y 18 A
respectivamente (Figura 17E). Los calculos de Rg indicaron que EhVps36 es una
proteina altamente dinamica que se expande y compacta durante la trayectoria
analizada (Figura 17F). La estructura EnVps36 presenté un valor RMSD de 1,69
y 2,7 A, respectivamente, en comparacion con los ortélogos humanos y de
levadura (Figura 16). De acuerdo con los datos anteriormente mostrados, se
sugiere fuertemente que EhVps22, EhVps25 y EhVps36 son miembros de la
familia ESCRT-II.
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Figura 16. Resultados de prediccion de modelos MDS de EhVp22, EnVps25
y EhVps36
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Figura 17. Estructuras 3D de EhVps22, EhVps25 y EhVps36 y simulacion
MD. (A-C) Modelo 3D de EhVps22, EhVps25 y EhVps36. (D) SDRM. (E) RMSF.
(F) Rg: Radio.
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Regiones clave de los dominios WH-WH para la interaccién entre EhVps22,

EhVps25y EhVps36 mediante analisis In silico

Luego de obtener los conférmeros promedio de proteinas ya estables,
exploramos mediante acoplamiento molecular el contacto entre EhVps22,
EhVps25 y EhVps36, detectando que los aminoacidos involucrados pertenecen
a regiones ubicadas en los dominios WH de cada proteina. EhVps22 se une a
EhVps25 con -1131,3 kcal/mol de energia libre de unién (Figura 18A), a través
de los residuos GLU121, LYS125, VAL215, ASP216, THR231 y TYR234; la
mayoria de ellos estan ubicados en el segundo pico de fluctuacién, donde los
aminodacidos carecen de estructura secundaria (Figura 18A, C). Por el contrario,
los aminoacidos ARG65, GLU62, LYS22, THR23 y GLN27 participan en
EhVps25 (Figura 18A). EhVps22 interactia con EhVps36 con una energia de -
1257 kcal/mol (Figura 18B) a través de los aminoacidos ASN36, LYS39, LYS79,
TYR81, ASN83, ILE84, ASN93, GLU101, ARG107, GLU108, GLN142, LYS144,
CYS145, LEU146, GLU148, LYS158 , PRO165 y ASN209 , mientras que los
aminoacidos TYR40, LEU71, ASP72, ASN29, THR36, LYS10, TYR116, ILE127,
ARG121, GLN188, GLN193, ALA187, ILE192, GLU14, GLU17, LYS16, LEU155,
SERALA154, TYR194, participan en EhVps36 (Figura 18B). Por otro lado, el
acoplamiento molecular entre EhVps36 y EhVps25 revel6 que estas proteinas
podrian interactuar con una energia libre de -1169,4 kcal/mol (Figura 18C). En el
modelo, la interaccion se realizé6 en EhVps25 a través de los aminoacidos
ARG65, THR23, LYS10 y LYS24, mientras que en EhVps36 participaron los
aminoacidos GLN179, CYS211, ASN224, GLN232 y ASP213 (Figura 18C).
Ademas, realizamos el acoplamiento de las tres proteinas. El andlisis indic6 que
la conformacion esperada de la proteina cambia para adaptarse a las nuevas
interacciones (Figura 18D). Estos analisis predijeron que las proteinas EhVps22,
EhVps25 y EhVps36 podrian formar el complejo ESCRT-II al interactuar entre

ellas.
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Figura 18. Acoplamiento molecular entre las proteinas EhVps22, EhVps25
y EhVps36. (A) Acoplamiento de EhVps22 con EhVps25. (B) Acoplamiento de
EhVps22 y EhVps36. (C) Acoplamiento entre EhVps36 con EhVps25. Paneles
de la derecha: zoom de las regiones cuadradas en (A-C) involucradas en la
unién. El siguiente panel es el zoom; representacion lineal de la posicion del
aminoéacido implicado en la asociacion entre las proteinas. (D) Analisis in silico
de las tres proteinas interactuadas como un solo complejo. Zoom de las regiones

cuadradas en (D).
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Las proteinas ESCRT-Il se ubican en el citoplasma de los trofozoitos y se

observo su colocalizacion en vesiculas y cercade la membrana plasmatica.

La localizacién celular de una proteina también da pistas sobre su funcion; por
lo tanto, escudrifamos las proteinas dentro de la célula, buscando supuestas
interacciones entre ellas y con otras moléculas. Clonamos los respectivos genes
para obtener las proteinas recombinantes marcadas con un tag de histidina
(Figura 19A-C) y generamos anticuerpos policlonales especificos para cada
proteina en distintas especies animales. En los ensayos de western blot, los
anticuerpos reconocieron bandas especificas de 27, 20 y 28 kDa,
correspondientes a los pesos moleculares esperados de EhVps22, EhVps25 y
EhVps36, respectivamente, calculados segun su secuencia de aminoacidos
(Figura 19A-C). En estado basal, las imagenes de microscopia laser confocal
revelaron a las proteinas dispersas en el citoplasma de los trofozoitos, rodeando
algunas vesiculas, en pseuddpodos y como agregados cercanos a la membrana
plasmatica interna (Figura 19A-C). También, observamos colocalizacién entre
ellas en regiones como vesiculas especificas y cerca de la membrana plasméatica
(Figura 19D).
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Figura 19. Localizacién celular de proteinas ESCRT-II en trofozoitos de E.
histolytica. (C.A). Clonacion, expresion y amplificacion de los respectivos
genes. (A) Deteccion de proteinas EhVps22, (B) EhVps25 y (C) EhVps36 en
lisados bacterianos y amibianos. PS: suero preinmune. Las imagenes inferiores
muestran la localizacion celular de las proteinas EhVps22, EhVps25 y EhVps36
en los trofozoitos. Controles negativos: PS y anticuerpo secundario (FITC). (D)
Imagenes de trofozoitos en condiciones basales que muestran los sitios de
colocalizacion de las proteinas EhVps22 (rojo), EhVps25 (azul) y EhVps36
(verde). PhC: imagenes de contraste de fase. Las flechas y el zoom indican sitios

de colocalizacién entre proteinas. Barra de escala = 10 ym.
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Las proteinas ESCRT-Il cambian de ubicacion durante la fagocitosis

Se ha visto en la literatura que proteinas de complejos aledafios al ESCRT-II
como EhVps23 (ESCRT-I) y las cuatro proteinas del complejo ESCRT-III estan
involucradas en la fagocitosis (Avalos-Padilla y col., 2015; Galindo-Olea y col.,
2021; Saha y col., 2018). Por ello, en este trabajo investigamos si el ESCRT-II
también es parte clave dentro de este evento. Primero, realizamos cinéticas de
fagocitosis de 0 a 30 min, y luego analizamos la localizacién de proteinas
mediante microscopia confocal utilizando los anticuerpos especificos para cada
proteina. A los 5 min, detectamos las proteinas alrededor de algunos glébulos
rojos adheridos a la membrana plasmatica de los trofozoitos, aparentemente en
proceso de ingestion (Figura 20). Las proteinas también se encontraron en los
eritrocitos que contienen fagosomas, cerca de los endosomas y en las copas
fagociticas. Curiosamente, no todos los glébulos rojos unidos estaban marcados
por los anticuerpos. Nuestra hipotesis es que esto se debe a la adhesion a los
trofozoitos en diferentes momentos del evento. A los 5 min de fagocitosis,
observamos globulos rojos tefiidos principalmente por EhVps36 y EhVps22
(Figura 20A), sin embargo, en otras imagenes las tres proteinas parecian estar
co-localizadas (Figura 20A, 15 min). Después de los 30 min, las proteinas
emergieron juntas o separadas, tal como las encontramos en condiciones
basales. También se observaron diferencias en la intensidad de la fluorescencia
en cada una de las imagenes (Figura 20B). Los resultados de estos
experimentos sugieren que las proteinas ESCRT se reubican rapidamente en

diferentes compartimentos celulares durante la fagocitosis.
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Figura 20. Localizacién celular de las proteinas ESCRT-Il durante la
fagocitosis. (A) Trofozoitos en estado basal tratados con anticuerpos a-
EhVps22 (rojo), a-EhVps25 (azul) y a-EhVps36 (verde). Las flechas indican los
sitios de colocalizacion de las tres proteinas. Las puntas de flecha indican los
sitios de colocalizacion sobre o alrededor de los eritrocitos. e: eritrocitos. Barra =
10 um. Zoom: ampliacion de las regiones marcadas con cuadrados blancos en
las areas de zoom. PhC: imagenes de contraste de fase. (B) La intensidad de la
fluorescencia se midié por pixeles en 30 células en condiciones basales y
después de la fagocitosis. (*) p < 0,05, (**) p < 0,01 (***) p < 0,001.
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Las proteinas ESCRT-Il se unen a los complejos ESCRT-l y ESCRT-Ill y su

interaccién aumenta durante la fagocitosis

En previos trabajos, se ha demostrado que varias proteinas del complejo
ESCRT-IlIl y ESCRT-I se unen y se separan entre ellas, lo cual ocurre de forma
dinamica (Bafuelos y col., 2005; Ahmed y col., 2019; Bafuelos y col.,2022;
Guiney y col.,2019); sin embargo, alun no se sabe si en un momento dado los
complejos aparecen completamente ensamblados. Algunos autores sugieren
que el ESCRT-II debe ser el nexo entre ESCRT-I'y ESCRT-III (Gill y col., 2007;
Teo y col., 2006; Odorizzi y col., 2003). Por lo tanto, analizamos la interaccién
entre el ESCRT-Il y el ESCRT-I mediante microscopia confocal seguido de la
identificacion de ciertas proteinas mediante ensayos de western blot y andlisis
de espectrometria de masas. Para estos experimentos utilizamos los anticuerpos
especificos a-EhVps36 (ESCRT-Il) y a-EhVps23 (ESCRT-l), o a-EhVps25
(ESCRT-Il) y a-EhVps20 (ESCRT-IIl) (Figuras 21 y 22). Las imagenes
confocales mostraron que después de 2 min de fagocitosis, EhVps36 y EhVps23
colocalizaron en los eritrocitos adheridos a fagosomas y en vacuolas cercanas a
ellos (Figura 21A). A los 5 min se sigue observando fluorescencia en el
citoplasma, asociada a los eritrocitos ingeridos, y a los 30 min la fluorescencia
se observa en los hematies proximos a los trofozoitos y también se observo en
el canal fagocitico. Aunque observamos la colocalizacion de las proteinas
ESCRT-II en los glébulos rojos y en las bocas fagociticas, también detectamos
a las proteinas por separado. Cabe destacar que, como en otros experimentos,
la colocalizacibn de ambos anticuerpos cambié segun el momento de la
fagocitosis, evidenciando la dinamica del evento. De manera similar, las
imagenes obtenidas durante todo el proceso de fagocitosis usando los
anticuerpos a-EhVps25 (ESCRT-Il) y a-EhVps20 (ESCRT-II) respaldaron la
colocalizacion de los dos complejos ESCRT en bocas fagociticos, en fagosomas,
en VIL dentro de CMV y vacuolas cerca de los eritrocitos (Figura 22A). Estos
resultados demuestran que ESCRT-I se une, directa o indirectamente, a ESCRT-
Il a través de las proteinas EhVps36 (ESCRT-Il) y EhVps23 (ESCRT-I) y a
ESCRT-IIl por EhVps25 (ESCRT-Il) y EnVps20 (ESCRT-III). Sin embargo, estos

resultados no descartan la participacion de otras proteinas en la interaccion.
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Figura 21. Colocalizacion celular de EhVps36 (ESCRT-Il) y EhVps23
(ESCRT-I) durante la fagocitosis. (A) Imagenes confocales de trofozoitos
tratados con anticuerpos a-EhVps36 (verde) y a-EhVps23 (rojo). El nucleo se
tind6 con DAPI (azul). PhC: imagenes de contraste de fase. Flechas:
colocalizacion de las proteinas. Zoom: ampliacion de las regiones marcadas con
cuadrados blancos. Barra = 10 um. (B) Coeficiente de colocalizacién de Pearson
de EhVps36 y EhVps23 (*) p < 0,05, (**) p < 0,01 (***) p < 0,001. (C) Panel
izquierdo: gel tefiido con plata de las muestras obtenidas del ensayo desplegable
y controles negativos. TE: extractos totales; PRN: proteina no recombinante.
Panel derecho: ensayo de transferencia Western de ensayos desplegables
utilizando a-EhVps36 para la precipitacion y anticuerpos a-EhVps22, a-EhVps25
y a-EhVps23 para detectar las proteinas asociadas. rEhVps36-PD: muestra
desplegable PS: suero preinmune. Niumeros a la derecha: pesos moleculares.
(D) Acoplamiento molecular entre EhVps36 y EnVps23. El recuadro muestra una
ampliacion de los aminoacidos predichos involucrados en la interaccion proteina-

proteina.
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Figura 22. Colocalizacion de EhVps25 (ESCRT-Il) y EhVps20 (ESCRT-III)
durante la fagocitosis. (A) Imagenes confocales de trofozoitos tratados con
anticuerpos a-EhVps25 (rojo) y a-EhVps20 (verde). El nucleo se tifié con DAPI
(azul). PhC: imagenes de contraste de fase. Flechas: colocalizaciéon de
proteinas. Zoom: ampliacion de la region marcada con cuadrados blancos. Barra
=10 um. (B) Coeficiente de Pearson de colocalizacién de EhVps25 y EhVps20
(**) p < 0,01, (***) p <0,001. (C) Ensayo de transferencia Western de ensayos
desplegables utilizando anticuerpos a-EhVps25, a-EhVps22, a-EhVps36 y a-
EhVps20 y extractos de trofozoitos en condiciones basales. TE: extractos
totales; rEnVps25-PD: muestra desplegable PS: suero preinmune. NUmeros a la
derecha: pesos moleculares. (D) Acoplamiento molecular entre EhVps25 y
EhVps20. El recuadro muestra una ampliacion de los supuestos aminoacidos

gue interactuan.
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Para obtener mas datos que respalden la naturaleza de las interacciones entre
el complejo ESCRT, realizamos ensayos de pull-down utilizando las proteinas
EhVps25 y EhVps36 recombinantes, incubadas de forma independiente con
extractos amebianos. Posteriormente, las muestras obtenidas del pull-down se
analizaron mediante western blot. Y Como era de esperarse, cuando usamos
EhVps36 recombinante encontramos en la muestra final a las proteinas
EhVps22, EhVps25 y EhVps23 (Figura 21C). Por otro lado, EhVps25
recombinante detecté proteinas EhVps22, EhVps36 y EhVp20 (Figura 22C).
Estos resultados confirmaron los estudios de microscopia confocal laser, lo que
sugiere fuertemente que todas estas proteinas estdn en movimiento permanente
e interactian directa o indirectamente, o que es mas evidente durante la

fagocitosis.

Adicional, realizamos analisis de docking molecular para predecir los
aminoécidos involucrados en estas asociaciones entre proteinas. La interaccion
entre EhVps36 y EhVps23 (Figura 21D) se llevo a cabo con una energia libre de
union de -1075 kcal/mol, lo que respalda ain mas los resultados de la
microscopia confocal. Este sitio de unién esta formado por dos enlaces salinos
y 11 puentes de hidrégeno (Figura 21D). Los residuos de EhVps23 involucrados
fueron ARG66, ARG141, ASN145, THR149, GLN152, SER162, SER177,
SER186, SER187 y THR493; para EhVps36, fueron ASP72, GLU93, GLY124,
ASN120, THR74, THR69, TYR86, GLU93, ALA89, GLU88 y SER55. Mientras
tanto, la energia libre de unién para la interaccién entre EhVps25 y EhVps20
(Figura 22D) fue de -1035,6 kcal/mol, mediada por cinco puentes salinos y seis
enlaces de hidrégeno (Figura 22D). Para la interaccion EhVps25-EhVps20, los
aminoacidos involucrados fueron GLU164, GLU162, THR123, SER121,
GLN120, LYS157, LYS117 y LYS171 en EhVps25 y LYS8, ASP97, LYS100,
ASN9, GLN94, ARG24, ASP27, ASP34 y ASP29 en EhVps20.
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El analisis de espectrometria de masas revela la presencia de proteinas

involucradas en la fagocitosis

Para saber que otras proteinas de amiba podian estar en contacto con el
ESCRT-II, analizamos las muestras obtenidas de los ensayos de pull-down
mediante espectrometria de masas, con ello identificamos proteinas que
exhibieron méas del 95 % de confiabilidad (Tabla IlI). Curiosamente, después de
la depuracién, la mayoria de las proteinas que aparecieron con el mayor
porcentaje de confiabilidad estan relacionados con procesos de fagocitosis y
virulencia. Las muestras de pull-down obtenidas utilizando la proteina rEhVps22
revelaron que ademas de las proteinas ESCRT-II, se detectaron EhVps29, una
proteina del complejo retrémero cuya funcién es el reciclaje de proteinas y esta
vinculada a la maquinaria ESCRT (Bafios y col., 2019; Nakada y col.,2005;
Srivastava y col.,2017), la proteina EhRabB (Guzman y col., 2005; Javier-Reyna
y col., 2019; Vermayy col., 2020), ARP 2/3, tubulina, actina, reticulina, Gal/GalNac
(Gilchrist y col.,1999), HSP70 y hexoquinasa 1 (Saucedo y col., 2014) (Tabla II).

Interesantemente, el analisis de espectrometria de masas realizado con las
muestras de pull-down obtenidas de rEhVps25, detecto la presencia de EhVps22
y EhVps36 (ESCRT-II), y EhVps20 y EhVps32 (ESCRT-III), asi como EhRabB
(Verman y col.,2020), ARP 2/3 (Babuta y col., 2015) y grainina 1 (Nickel y col.,
2000) (Tabla 11). Por otro lado, la proteina EhVps36 se asocia, directa o
indirectamente, con EhVps22 y EhVps25, EhVps23 de ESCRT-1 y EhVps32 de
ESCRT-IIl (Tabla Il). Otras proteinas identificadas en este andlisis fueron
calmodulina (Rout y col.,2011), clatrina (Tovar y col., 2000) y EnCBP1 (Nickel y
col.,, 2000). Estos resultados sugieren fuertemente que en E. histolytica, el
ESCRT-Il se une a los complejos ESCRT-l y ESCRT-III e interactla directa o
indirectamente con otras proteinas involucradas en la fagocitosis, apoyando la
interaccion de las moléculas que participan en el evento y el dinamismo de la
unién temporal entre las proteinas del complejo ESCRT-II, y con las proteinas

ESCRT-1y ESCRT-III para permitir la continuidad del proceso.
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Tabla Il. rEnVps25y rEhVps36 con proteinas implicadas en la fagocitosis y
el citoesqueleto. Los datos se obtuvieron mediante analisis de espectrometria
de masas con un porcentaje de fiabilidad >95%. Se utilizd la base de datos
AmoebaDB (https://amoebadb.org/amoeba/app, consultada en noviembre de
2022) para proporcionar el nUmero de acceso de cada proteina.
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El complejo ESCRT-II participa en la fagocitosis y la adherencia

Para estudiar el papel del complejo ESCRT-IlI en la fagocitosis, generamos
trofozoitos con disminucion en la expresion del gen Ehvps25 utilizando el ARN
de doble cadena (dsRNA) obtenido de bacterias transfectadas con un plasmido
gue contiene solo los primeros 400 pb del gen (en orientacion 5'-3') (Solis y col.,
2008; Vayssié y col.,2004). Los trofozoitos en los que se afect6 la expresion del
gen EhVps25 produjeron solo alrededor del 55 % de la proteina EhVps25 (a
estos trofozoitos los llamaremos EhVps25-KD, para fines préacticos) (Figura 23A,
B), evaluados mediante ensayos de western blot y utilizando la proteina verde
fluorescente (GFP) como un control de gen interno no relacionado (Solis y col.,
2008). Ademas, corroboramos este evento por microscopia confocal, en donde
observamos que los trofozoitos mutantes exhibieron sélo el 30 % de la intensidad
de fluorescencia comparada con los trofozoitos de tipo salvaje o wild type (WT)
y el control interno (Figura 23C, D). En todos los tiempos probados, los
trofozoitos Ehvps25-KD presentaron casi un 50 % menos de tasa de fagocitosis
que los controles, y su eficiencia para adherirse a los gldébulos rojos también se

vio afectada (Figura 23E, F).
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Figura 23. Eficiencia fagocitica y de adherencia en trofozoitos silenciados
en el gen Ehvps25. (A) Niveles relativos de ARNmM obtenidos mediante el
ensayo RT-gPCR de trofozoitos en condiciones basales: WT, trofozoitos de tipo
salvaje; GFP, proteina fluorescente verde, utilizada como control para silenciar
un gen no relacionado en la ameba; Ehvps25-KD, trofozoitos derribados. (B)
Ensayos de transferencia Western. (B) Analisis de densitometria de bandas en
(A) tomando actina como control de carga. (C) Imagen representativa de
microscopia confocal de trofozoitos de tipo salvaje y Ehvps25-KD (D) Intensidad
de fluorescencia medida por pixeles. Se analizaron 30 campos en cada muestra
para obtener el gréafico. (E) Tincion de Novikoff de trofozoitos de tipo salvaje y
Ehvps25-KD. (F) Cuantificacion de eritrocitos ingeridos. (G) Tincion de Novikoff
de trofozoitos de tipo salvaje y Ehvps25-KD. (H) Cuantificacion de eritrocitos
adheridos. Los datos representan la media y el error estandar del nUmero de

eritrocitos contados dentro de 100 trofozoitos. ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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7 DISCUSION

Los complejos ESCRT forman una maquinaria molecular que, a través de
interacciones proteicas posteriores y simultaneas, facilita el trafico vesicular y el
transporte de carga desde el exterior y el interior de la célula (Vietri y col., 2020).
El efecto deformante de las proteinas ESCRT sobre las membranas celulares
permite la fusion y fision entre las vesiculas (Crist y col.,2017). Ademas de la
division celular, la gemacién de virus y muchos otros eventos impulsados por
ESCRT, en E. histolytica, esta maquinaria participa en funciones relacionadas
con la capacidad del parasito para producir dafio a las células huésped, como la
adherencia de células diana, fagocitosis, motilidad y destruccion de la célula
huésped (Bafiuelos y col., 2005). Por lo tanto, el estudio de las proteinas ESCRT
es relevante para comprender los eventos moleculares que ocurren en las
funciones relacionadas con la virulencia de los trofozoitos. Ademas, E. histolytica
presenta una alta divergencia en las proteinas que constituyen la maquinaria
ESCRT conservada, produciendo caracteristicas celulares y gendmicas
divergentes que son un enigma desafiante desde el punto de vista evolutivo. El
conocimiento de las moléculas y sus motivos que interactian para realizar estos
eventos celulares dard pistas sobre el origen evolutivo de los antiguos protozoos,
particularmente sobre los cambios sufridos por la maquinaria ESCRT.

Anteriormente, nuestro grupo publicé la caracterizacion de las proteinas que
componen los complejos ESCRT-I, ESCRT-Ill y las proteinas accesorias EnADH
(Bafuelos y col., 2005; Garcia-Rivera y col., 1999) y EhVps4 (Lopez-Reyes y
col., 2010), todas ellas implicadas en la virulencia del parasito. Estos estudios
nos han aportado elementos novedosos para entender su funcion y ayudaran a
encontrar estrategias para derrotar la amebiasis, una infeccion que afecta al
3,55% de la poblacién mundial y provoca la muerte de entre 50.000 y 75.000

personas cada afo (Lozano y col., 2012).

Para construir un panorama completo de la maquinaria ESCRT en trofozoitos,
presentamos la caracterizacion estructural y funcional de las proteinas ESCRT-
II, enfatizando sus interacciones entre ellas y con otras proteinas ESCRT, y
algunas otras involucradas en la fagocitosis. Para nuestro estudio, seguimos una

estrategia basada en tres enfoques: (i) Mediante bioinformatica, examinamos la
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estructura y naturaleza de las proteinas ESCRT-II clonadas y expresadas en E.
coli. Varias caracteristicas estructurales predijeron que son ortélogos con
humano y con levadura y que pueden interactuar con otras proteinas durante el
trafico vesicular en los trofozoitos. (i) Mediante anticuerpos especificos,
detectamos y seguimos el movimiento de las proteinas ESCRT-Il y otras que
participan en la fagocitosis. También exploramos la interaccion de estas
moléculas entre ellas y con proteinas de los complejos ESCRT-1 y ESCRT-III.
(iii) Finalmente, utilizamos el enfoque genético para disminuir la expresion de
uno de los genes ESCRT-Il (Ehvps25) y observamos que la fagocitosis se vio

afectada cuando se alter6 este complejo.

Nuestros resultados mostraron que E. histolytica posee un complejo ESCRT-II
canoénico completo, con diferencias entre sus ortélogos humanos y de levadura.
Mientras que las tres proteinas ESCRT-Il tienen los dominios WH-WH
involucrados en la interaccion con los acidos nucleicos y las proteinas, EhVps36
carece del dominio GLUE involucrado en la estrecha interaccion con Vps28
(ESCRT-I). En las interacciones simultaneas y de refuerzo del dominio GLUE
con las membranas, ESCRT-l y la ubiquitina son fundamentales para la
progresion de la carga ubiquitinada desde los endosomas tempranos hasta los
tardios (Curtiss y col.,2007). Sin embargo, a lo largo de la evolucion, las
proteinas han ganado y perdido diferentes secuencias que podrian modificar su
funcién, por ello, no descartariamos que estas proteinas hayan evolucionado
juntas y posiblemente junto con otras proteinas de la maquinaria ESCRT para
compensar las pérdidas que podrian afectar las funciones de todo el complejo.
Esta hipotesis debe fortalecerse con mas bioinformatica y datos estadisticos. En
el caso de E. histolytica, hemos encontrado que EhVps23 (ESCRT-I) se une a la
ubiquitina (Galindo-Olea y col.,2021), probablemente supliendo o colaborando
con la funcion de EhVps36. Esta interaccion no se encuentra muy a menudo en
la naturaleza, pero ya ha sido descrita para ciertos sistemas (Katzmann y col.,
2001). Otras proteinas ESCRT o motivos en la misma proteina también podrian
realizar esta tarea; por ejemplo, el N-terminal de la Vps36 humana se une a la
ubiquitina a pesar de no tener un dominio NZF (Slagsvold y col., 2005), lo que

demuestra que las proteinas tienen otros dominios con afinidad por la ubiquitina.
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Los complejos ESCRT no han sido aislados; esto podria explicarse porque las
interacciones entre sus proteinas son continuas y de corta duracion, lo que
dificulta el aislamiento y purificacion de esta maquinaria. Como alternativa para
el estudio del complejo ESCRT-III, otros trabajos refieren el uso de GUVSs, un
excelente sistema para probar y caracterizar in vitro las interacciones entre sus
proteinas (Saha y col., 2018; Avalos-Padilla y col., 2015; Dimova y col., 2019).
Por lo anterior, las proteinas ESCRT-II se podrian estudiar mas a fondo utilizando
GUVs en un futuro cercano. Mientras tanto, mediante docking molecular hemos
simulado la asociacion entre las proteinas ESCRT-Il y la prediccion sugiere que
EhVps23 y EhVps36 pueden wunirse entre si. Las imagenes de
inmunofluorescencia confocal también revelaron la proximidad entre estas
proteinas. Aunque no se ha informado ninguna asociacion entre Vps23 'y Vps36
en humanos y levaduras, hay informes en trigo que pueden asociarse entre si
(Qiurong vy col., 2019). Por lo tanto, es posible que esta asociacion también

ocurra en E. histolytica.

Las imagenes de los trofozoitos capturadas en el confocal, también mostraron
cambios en las interacciones y la ubicacion de las proteinas ESCRT-II bajo el
estimulo de los glébulos rojos. En condiciones basales, la colocalizacién
aparecio en areas pequefas, incluso en vesiculas que parecian estar saliendo
de la célula. Curiosamente, después de 2 minutos de contacto con los glébulos
rojos, también aparecieron proteinas en las bocas fagociticas, los fagosomas y
los glébulos rojos que estaban en proceso de ser ingeridos. La colocalizacion
aumenté a los 5 y 30 min y, de nuevo, encontramos que ambas proteinas
interactuaban en vacuolas cercanas a los glébulos rojos ingeridos y cerca de los
eritrocitos adheridos. Los mismos eventos ocurrieron entre EhVps25 y EhVps20;
en las condiciones basales, observamos una colocalizacion deficiente, mientras
gue durante la fagocitosis, los fagosomas y muchas vacuolas internas, asi como
los MBV, aparecieron con vacuolas mas pequeias tefidas por ambos
anticuerpos. ElI movimiento de las proteinas dentro de la célula plantea la
posibilidad de que realicen tareas especificas para distintas funciones en
diferentes regiones y momentos de la célula. Estas interacciones demuestran el
dinamismo de la maquinaria ESCRT durante la fagocitosis, como se ha

informado para otras proteinas involucradas en este fenbmeno (Agarwal y col.,

106



2019; Bharadwi y col., 2018; Battacharya y col., 2011; Diaz-Hernandez y col.,
2021; Kumariy col., 2018; Mansuri y col., 2014; Sharmay col, 2020; Zhou y col.,
2020), lo que refuerza la propuesta de que el ESCRT y otras moléculas trabajan

en conjunto para realizar esta tarea de nutricion vital para la amiba

El analisis de espectrometria de masas corroboré la presencia de las tres
proteinas ESCRT-II en las muestras de pull-down. Reveld la presencia de otras
proteinas de la maquinaria ESCRT, probablemente trabajando juntas: RabB
GTPase, calmodulina, clatrina y otras moléculas informadas como involucradas
en la fagocitosis y la virulencia del parasito aparecieron en los resultados del
analisis (Bafios y col., 2019; Nakaday col.,2005; Srivastava y col., 2017; Guzman
y col.,2005; Javier-Reyna y col., 2019; Verma y col., 2020). Por las muchas
proteinas encontradas en el analisis de espectrometria de masas, postulamos
que el complejo ESCRT-Il podria asociarse con otras proteinas para realizar
otros procesos en los trofozoitos, como la citocinesis; sin embargo, esta

especulacién requiere que se prueben o descarten estrategias experimentales.

Finalmente, la evidencia de la participacion del complejo ESCRT-Il en la
fagocitosis estuvo dada por los experimentos de silenciamiento. Los trofozoitos
Ehvps25-KD exhibieron una afectacién de alrededor del 50% en su tasa de
fagocitosis después de 30 minutos en contacto con los glébulos rojos. La
adherencia de los eritrocitos a los trofozoitos también disminuyo
significativamente, aunque la disminucién no fue tan dramética como las tasas
de fagocitosis. Hay resultados experimentales obtenidos de varias otras
proteinas involucradas en la fagocitosis que muestran que cuando estan
mutadas, la fagocitosis se ve afectada (Galindo-Olea y col.,2021; Solis y
col.,2008; Vayssié y col., 2004; Diaz-Hernandez y col.,2021), lo que demuestra
la complejidad del evento realizado en un modelo de cadena en el que varias
proteinas estan involucradas. Los eventos concatenados ocurren con varias
proteinas actuando en conjunto para lograr la captura, transporte y digestion de

la presa o cargo.
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8 CONCLUSIONES

Todos estos resultados, demuestran el papel central del complejo ESCRT-II
dentro de la maquinaria ESCRT en la fagocitosis y confirman que todas estas
proteinas, junto con EhADH, estan participando activamente desde el contacto
hasta la introduccion y conduccion a través del complejo sistema membranoso
de los trofozoitos para transportar las moléculas cargo o presas que pueden ser
glébulos rojos, bacterias y otros (Figura 24).
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Figura 24. Modelo de trabajo que propone la participacion de ESCRT-Il en
la fagocitosis. (A) El estimulo de los eritrocitos desencadena el reclutamiento a
la membrana plasmatica de la maquinaria ESCRT. La EhADH, la lectina Kerp
Gal/~Gal-Nac y otras moléculas interactian con la membrana del eritrocito. El
asterisco indica que proteinas no identificadas que realizan funciones del
complejo ESCRT-0 también podrian participar en esta uniéon. EnADH se asocia
con EhVps23 (ESCRT-I) que interactia con EhVps36 y otros miembros del
complejo ESCRT-Il. EhVps25 (ESCRT-II) recluta EhVps20 del complejo ESCRT-
lll. Luego, EhVps32 es reclutado por EhVps20 (ESCRT-III) y EhADH. Estos
eventos promueven el cierre de la invaginacién formada por la adherencia del
eritrocito y la liberacion de la vesicula naciente que produce el endosoma que
contiene el eritrocito en el citoplasma de los trofozoitos. Segun nuestros
resultados, la maquinaria ESCRT esta involucrada desde la adherencia hasta la
formacion de CMV y también participa en la secrecidon y motilidad. (B)
Finalmente, EhVps32, EhVps20, EhVps24 y EhVps2 (ESCRT-IIl) polimerizan
generando estructuras helicoidales que producen la formacion y cierre de VIL
dentro de los CMV. Al final del proceso, EhVps4—-ATPasa desmonta el complejo

para reiniciar el proceso.
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