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1 Resumen

El telosoma es un complejo proteina-DNA que contiene a la maquinaria Shelterin, encargada de preservar la
topologia del cromosoma, ademds de contribuir en el mantenimiento y envejecimiento celular, fungiendo asi
como un reloj bioldgico que monitorea la “calidad de vida” de la célula y controla el nimero de replicaciones
celulares. Dentro de las proteinas involucradas en este complejo, se encuentra TRF2, proteina homodimérica
la cual debe su unién al telémero a su dominio de unién a DNA tipo MYB; ademas, mediante su dominio
RBM interactia con la proteina RAP1, evitando asi la fision de los extremos cromosémicos y preservando la
estabilidad génica. E. histolytica contiene 3 ORF’s, que codifican para 3 proteinas nombradas EhTRF-like-1, -
II y —III. Mediante andlisis filogenéticos se determiné que EnTRF-like I y II son homélogas a HsTRF1, mientras
que EhTRF-like 1II es homéloga a HsTRF2. En la mayoria de los organismos secuenciados los telémeros son
ricos en guanina y susceptibles a la oxidacién mediada por agentes genotdxicos. En E. Aistolytica, hasta ahora
la identificacién de telémeros no ha sido posible; sin embargo, andlisis gendmicos han identificado regiones
polimérficas tipo STR, que flanquean genes codificantes para tRNA’s, ya que en otros parasitos este tipo de
arreglos cumplen la funcién telomérica, se ha propuesto que en E. histolytica funcionan de la misma manera.
En este trabajo, para determinar la unién de las proteinas EnTRF-like con diferentes fragmentos tipo STR, se
empled un ensayo DPI-ELISA indirecto. Ademas, para entender la funcién de EnTRF-like Il en £ Aistolytica,
se sobre-expresé o se inhibi6 a la proteina y se analizaron sus efectos fenotipicos. Para ello primeramente, los
cambios de expresidn fueron corroborados mediante ensayos de RT-PCR y Western Blot. Y posteriormente,
los trofozoitos transfectantes se sometieron a diferentes agentes genotéxicos analizandose la viabilidad asi
como la formacién del aducto 8-oxoG. De manera general, las proteinas EhTRF-like se unieron
diferencialmente a secuencias distintas tipo STR. La sobreexpresion de Eh'TRF-like III condujo a una mayor
viabilidad celular post-tratamiento y menor formaciéon del aducto 8-oxoG. El silenciamiento del gen
EHI_ 148140 gener6 una menor viabilidad celular post-tratamiento, similar a la observada en la especie no
patégena E. dispar, ademds de una mayor abundancia en la formacién del aducto 8-oxoG. Por lo que, en
conjunto estos datos nos permiten sugerir que la proteinas EhTRF-like se unen a regiones asociadas a los
arreglos de tRNA’s lo cual permite generar evidencia de que estas regiones podrian tener una papel en la
funcién telomérica en el parasito. Ademas nuestros datos indican un papel relevante de la proteina EnTRF-

like III en la proteccién del genoma en E. Aistolytica.



D Abstract

The telosome is a protein-DNA complex recognized by the Shelterin machinery. This complex preserves the
chromosome topology, as well as contributes to telomere maintenance and cellular ageing, acting as a biological
clock that controls the number of cell replications. Among the proteins involved in this Shelterin machinery,
TRF2 protein is one of the most relevant. TRF2 is a homodimeric protein that owes its binding to the telomere
to its MYB- DNA-binding domain. Furthermore, through its RBM domain interacts with the RAP1 protein,
thus preventing the fusion of chromosomal ends and preserving genome stability. £. hAistolytica contains 3
ORF's, which encode for 3 proteins dubbed EhTREF-like-I, -II, and -IIl. By phylogenetic analysis, it was
determined that EhTRF-like [ and II are homologous to HsTRF1, while Eh'TRF-like III is homologous to
HsTRF2. In most organisms, telomeres are rich in guanine and they are susceptible to oxidation mediated by
genotoxic agents. In £, Aistolytica, telomere identification has not been possible so far; however, genomic
analysizes have identified STR-type polymorphic regions that flank genes coding for tRNAs, it has been
proposed that in £, Aistolytica could function as chromosome ends with a telomeric function. In this work, we
determined the binding of EhTRF-like proteins to one STR-type fragment, using an indirect DPI-ELISA assay.
Besides, to understand the function of EnTRF-like IIl in £ Aistolytica, the protein was over-expressed or
inhibited and its phenotypic effects were analyzed. To complete this task, the expression changes were
corroborated by RT-PCR and Western Blot assays. And subsequently, the transfectant trophozoites were
subjected to different genotoxic agents, analyzing their viability as well as the formation of the 8-oxoG adduct.
In general, EhTRF-like proteins bound differentially to different the STR-like sequences. EnTRF-like III
overexpression led to greater post-treatment cell viability and less formation of the 8-oxoG adduct. The
silencing of the EhTRF-like Il gene generated a lower post-treatment cell viability, similar to that observed in
the non-pathogenic species like E£. dispar, with a higher abundance in the formation of the 8-oxoG adduct.
These data allow us to suggest that the ERTRF-like proteins bind to regions associated with the tRNA arrays,
and provide evidence about the possible role of this regions in telomeric function in the parasite. Furthermore,

our data indicate that EhTRF-like III protein is essential for protecting the genome of E. Aistolytica.



3 Introduccion

31 Entomoeba histolytica

Entamoeba histolytica (E. histolytica) es el parédsito protozoario del intestino con mayor
prevalencia a nivel mundial. Estd categorizado como patégeno prioritario Clase B, por el Instituto
Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas de los EUA (NIAID, por sus siglas en inglés)!.
Este parésito es el agente causal de la amibiasis?, y se puede encontrar en dos diferentes estadios’,

cada uno con funciones bioldgicas distintas®

A pesar de que el descubrimiento del parésito tiene mas de 14 décadas?, atin resulta complicado
su diagnéstico y las metodologias moleculares existentes resultan costosas para implementarlas en
paises donde existe mayor prevalencia, incidencia y morbilidad®®. En este sentido la opcién miés
aplicada en muchos de estos paises en vias de desarrollo es el diagnéstico microscépico’, aunque
para ello se requieren recursos humanos capacitados y especializados, para poder diagnosticar la
presencia de E. Aistolytica. Asimismo, el uso de pruebas moleculares es necesario para diferenciar a

E. histolytica de E. dispar, puesto que morfolégicamente son parecidas”®,

E. histolytica es un parasito procarionte simple, ya que no cuenta con organelos tales como
mitocondrias, peroxisomas o microtibulos citoplasmaticos; ademds su aparato de Golgi, reticulo
endoplasmico rugoso y liso no estdn bien desarrollados. La forma de motilidad y alimentacién del
pardsito se da mediante psudopodios® (Fig. 1). A nivel bioquimico este pardsito no tiene
hemoproteinas, glutatién, ciclo de Krebs, via colateral de las pentosas y la glucélisis no estd regulada
alostéricamente; ademds, la actina y ubiquitina son sumamente divergentes: En relacién a su genoma,
la cantidad de intrones en sus genes es baja; los extremos 5° UTR’s son muy cortos y los genes

ribosomales, aproximadamente 200 por célula, se encuentran en pldsmidos extracromosomales’.



Figura 1 Microscopia electrénica de barrido de
trofozoitos de E. histolytica. A) Trofozoitos de
E. histolytica adheridos a células MDCK. B)
Trofozoito de E. histolytica adherido a una
célula MDCK, en donde se puede observar un
lobopodio (L). C) Trofozoitos de E. histolytica
mostrando la  formacién de un estroma
fagocitico listo para la ingesta de bacterias (B);
ademas, se muestra la formacién de filopodios
(F), asf como el uroide (U). D) Divisién celular
de un trofozoito de E. histolytica Tomado y
modificado de GONZALEZ-ROBLES, M et al,
1983.

312 Epidemiologia de la Amibiasis

E. histolytica es considerado un protozoario parasito cosmopolita, endémico de México y de
las regiones tropicales”!’. Segin datos de la OMS, se estima que entre 30 a 50 millones de personas
son afectadas por este parasito a nivel mundial'"'. Mientras que en México, el InNDRE reporta hasta
la semana 11 del 2020, un total de 3,302 afectados por amibiasis intestinal (Al), de los cuales 12 han
desarrollado absceso hepatico amebiano (AHA), con un acumulado de 31, 624 y 162 casos,
respectivamente!®. Asi mismo, se calcula que del 10 al 20% de las personas infectadas desarrollan
signos severos de la enfermedad, provocando entre 40,000 y 100,000 muertes anualmente!'. En
estas mismas aproximaciones y en algunas mas recientes se reporta que en México, la Al se encuentra
dentro de las primeras 20 causas de morbilidad, ocupando el decimosexto lugar™, ademds de que se
propone que en nuestro pais el 20% de la poblacién estd infectada con el pardsito'®!. La incidencia
para Al tiene los mayores porcentajes en los grupos de edad de 1 a 4 anos, con 17.16%; mientras
que en el segundo lugar de incidencia, se encuentra en el grupo de 25 a 44 afnos de edad, con un
17.05%. En cuanto al AHA, las estadisticas indican que los grupos con mayor incidencia son los que
corresponden a 25 a 44 afios, con el 29.03%. A nivel mundial esta infeccién es la tercera causa de
mortalidad, la cual solo se ve superada por la malaria y la esquitosomiasis!’. A pesar de contar con
estos datos epidemioldgicos, algunos autores destacan la imprecisién de los mismos, dadas las
dificultades del diagnéstico que presenta la enfermedad; por lo que se sugiere la necesidad de

reevaluar la epidemiologia de la amibiasis'®!,



313 Taxonomia y filogenia

El clado Amoebozoa es un grupo de interés para la investigacién, dadas sus caracteristicas
atipicas®®; estos organismos unicelulares son procariontes primitivos y por ello representan un
modelo convencional para estudiar modelos de fagocitosis, migracion celular, desarrollo de
pluricelularidad y para estudios evolutivos?, ofreciendo puntos de deconstruccién para entender

procesos en organismos evolutivamente mas jovenes.

El primer caso clinico a causa del patégeno descrito, se reporta en el ano 1875, referenciado por
el Dr. Fedor Alek Sandrovich Lésh en San Petersburgo, al cual nombré como Entamoeba coli (E.
coli). El describié al patégeno, en un agricultor de nombre J. Markow proveniente del distrito de
Arcéngel cerca del circulo polar artico, de 24 anos de edad, fisicamente sano, quien presentd malestar
general, diarrea, y malestares rectales’; aunque fue hasta 1903 que Fritz Schaudinn, nombré como

E. histolytica a este patdgeno'”.

En 1919 Clifford Dobell describié tres especies de Entamoeba como parasitarias del hombre.
Las especies de Entamoeba implicadas en infecciones humanas que producian quistes
tetranucleados, deberfan estar relacionadas con E. Aistolytica; mientras que aquellas que producian
quistes tetranucleados, pero eran inocuas para el hombre, tendrian que agruparse como . dispar;y
todas aquellas encontradas en cavidades bucales y posibles causantes de infecciones orales, las
relaciond a E. gingivalis’®. Fue asi que estos tres taxones contuvieron a las distintas especies de

Entamoeba por un largo tiempo'®.

Emile Brunt propuso en 1925 incluir a las amibas causantes de disenterfa en un grupo especifico.
Ademas, establecid que existia una especie de Entamoeba no patégena pero parecida
morfolégicamente a E£. Aistolytica, a esta especie le llamé E. dispar. Con ello senté las bases de la

existencia de dos especies morfoldgicamente iguales, cuya patogenicidad era totalmente distinta®.

El primer estudio filogenético realizado en 1997 por Clark y Diamond, corroboré la clasificacién
taxonémica de las especies existentes®. En 1999 Silberman er a/ establecieron que tanto el género
como los grupos morfolégicos, son monofiléticos®. Las filogenias més recientes han sido realizadas
en 2007 por Ponce-Gordo y colaboradores® y en 2010 por Stensvold y colaboradores®, quienes
corroboraron la no correlacion entre el agrupamiento y el nimero de ntcleos en los quistes maduros,

es decir la no coincidencia entre los grupos genéticos y los grupos morfolégicos (Fig. 2).
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Figura 2. Anilisis filogenético del género Entamoeba con base en el gen que codifica para sstrRNA. La construccién
filogenética muestra el agrupamiento de las distintas especies del género, en donde se observa la independencia de la

formacién del nimero de nucleos de los quistes con el grupo filogenético. Tomado de Stensvold et al. 2010.

Todas las evidencias y estudios a esta compleja familia han permitido, hasta el dia de hoy la

siguiente clasificacion taxondémica, la cual tendrd que adecuarse a los cambios que sugieran las

nuevas evidencias y/o reglas del campo??>#.

Dominio: Eucariota
Reino: Protista
Filo: Sarcomastigospora
Subfilo: Sarcodina
Clase: Rhizopodea

Subclase: Lobosea



Orden: Amoebida
Familia: Endamoebidae
Género: Entamoeba

Especie: Entamoeba histolytica

3.14 Ciclo de vida

E. histolytica se puede encontrar en dos distintas etapas®, trofozoitos méviles uni- o binucleados
(fase invasiva) o quistes tetranucleados (fase infectante) (Fig. 1); aunque también se pueden
diferenciar en el ciclo de vida del parasito prequistes y formas metaquisticas®?®, los cuales tienen
distintas funciones en el ciclo de vida del organismo®. Se ha reportado que la dindmica entre los
distintos estadios obedece distintos estimulos microambientales a los cuales estd expuesto el

#30, sin embargo aun es complicado inducir in vitro el enquistamiento de E. Aistolytica*'.

patoégeno

E. histolytica es un parasito cuyo ciclo de vida es monoxeno y cuya reproduccién se da mediante
fisién binaria (Fig. 1D)%, es decir que se trata de un pardsito asexual®”*?. No obstante, evidencias
derivadas de los diversos estudios del genoma de E. Aistolytica, muestran la presencia de genes
relacionados a recombinacién, sugiriendo la probable presencia de mecanismos afines con la meiosis

celular, lo que podria estar asociado con la diversidad gendmica en el pardsito®.

El ciclo de vida se divide canénicamente en tres etapas®? (Fig. 3).

1.- La ingestién del quiste, la cual se puede dar mediante alimentos o bebidas contaminadas con

quistes tetranucleados; es decir quistes maduros>** (Fig. 3).

2.- La ruptura de la pared de los quistes y la conversion a la forma invasiva, favorecida por la
acidificacién de la pared de quitina del quiste en el estémago, seguido de la neutralizacién o
alcalinizacién de los jugos digestivos, mediada por las sales biliares, liberando en el ileon distal, una
amiba metaquistica tetranucleada, la cual dard origen mediante fisién binaria a 8 pequenas

amibas!?834,



3.- Migracién del patégeno al lumen del intestino grueso. Aqui si las condiciones son propicias,
el parésito invadirdn la mucosa intestinal produciendo AI*®. En algunos casos el patégeno tendra
grandes probabilidades de colonizar, por via hemolitica, a distintos 6rganos, generando amibiasis
extraintestinal (AEi)"* principalmente invadird al higado, formando AHA®%, aunque también se ha
encontrado en pulmén', rindn, musculo cardiaco® y en menor medida en cerebro®, pero donde
puede producir una letalidad de hasta el 95% *%. También se han reportado casos de amibiasis
cutdnea, la cual se produce comunmente cuando el pardsito se propaga por contigliidad a la region
perianal y genital, encontrando abscesos en estas zonas. En todos estos 6rganos y regiones,
clinicamente se observan ulceras destructivas, dolorosas y de rapida evolucién, que pueden producir

la mutilacién de las zonas afectadas (Fig. 4).

El ciclo de vida del parésito concluye con el enquistamiento producido por cambios ambientales
o estrés, excretindose del hospedero quistes tetranucleados, los cuales pueden reinfectar al
hospedero original o a un nuevo**?* (Fig. 3). A pesar de que se cree que Homo sapiens (FH. sapiens)
es el Unico organismo que puede ser infectado por E. Aistolytica, hay autores que indican que
deberian incluirse a la gran mayorfa de los primates no humanos®, asi como a Canis lupus familiaris,

Felis catus, y el género Rattus”.
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Figura 3. Ciclo de vida de E. Aistolytica. Inicia con la ingesta del quiste, después ocurre la acidificacién de la pared de quitina en el estémago y la subsecuente

neutralizacién del dcido por las sales biliares, concluyendo con el desenquistamiento, proliferacion y colonizacién del colon en el hospedero. Realizado en Bio-

render. Basado en CDC, amebiasis, 2019.



Figura 4. Lesiones en
diferentes érganos ocasionadas
por E. histolytica. Una vez
establecida la colonizacién, la
AEi se puede presentar en
distintos érganos. A) AHA. B)
Absceso cerebral. C) Amibiasis
cutdnea. D) Ruptura de AHA.
E) Megacolon téxico. F)
Hemiabdomen derecho
invadido por AHA. Tomado
de Olivos-Garcia Alfonso y
colaboradores, 2011.

310 Eiologia de la amibiasis

Muchas especies del género Entamoeba son capaces de colonizar al humano®*, aunque no todas

son patogenas’’. En 1913 Walker y Sellards establecieron un importante avance para el conocimiento
de la etiologia de la amibiasis, concluyeron que el mismo organismo puede ser el causal de
infecciones intestinales y extraintestinales (Fig. 3) en unos individuos, pero puede presentarse como
portadores asintomdticos en otros®. Actualmente se ha visto que no solamente E. histolytica es capaz
de generar amibiasis, ya que se han encontrado otras especies como Entamoeba moshkovskii en
infecciones en nifos, adultos y ratones®; asi mismo Entamoeba bangladeshi es considerada como
agente patdgeno®. También se han descrito otras especies con menor frecuencia en las lesiones,
como Entamoeba hartmanii, Entamoeba polecki y Entamoeba gingivialis. Si bien los factores
determinantes de la infeccién aun son poco conocidos, se han encontrado relaciones entre la genética
del huésped y el genotipo de parasito, indicando que la carga génica de ambos participantes es

determinante en el resultado de la infeccidn.

Un hecho importante a considerar es que los quistes provienen en su mayoria de portadores
asintomaticos®, pues en la fase aguda de la infeccion los pacientes excretan solo trofozoitos mientras

que los pacientes asintomaticos y crénicos, pueden excretar hasta 1.5x107 quistes/dfa’ (Fig. 3).

No todas las cepas de E. hAistolytica tienen la misma capacidad de patogenicidad®. En un estudio
con muestras provenientes de Bangladesh, se genotipificaron 6 /oci basados en regiones repetidas
tipo STR que flanquean genes codificantes para tRNA. En este trabajo se establecid una asociacién

entre los distintos STR y el resultado de la infeccién entre pacientes asintomaticos y aquellos que
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presentaron sintomatologia. Ademds, los pardsitos de los pacientes asintomaticos raramente

contenian los genotipos de los pardsitos que provenian de pacientes sintomatolégicos o con AHA.

3106 Factores de virulencia
La virulencia de E. Aistolytica se basa en gran medida en la secrecién enzimas que le permiten

penetrar e invadir, a través de la mucosa del colon, las células epiteliales y, posteriormente interferir

con la respuesta inmune humoral del huésped*.

La proliferaciéon de los trofozoitos se lleva a cabo dentro del lumen intestinal rico en mucosa
colénica®. Este moco estd compuesto por distintos tipos de mondmeros de mucina (Muc), unidos
mediante puentes disulfuro, siendo Muc2 el principal monémero**#. Muc2 estd compuesta por
distintos oligosacaridos unidos por un enlace O-glicosidico a residuos de Serina y Treonina de la
apomucina. Las ramificaciones de oligosacaridos incluyen N-acetyl-D-galactosamina (Gal/GalNAc),
N-acetilglucosamina (GlcNAc), fucosa, galactosa y 4cido sialico. Estos componentes le atribuyen
distintas funciones a la Muc, las cuales incluyen hidratacién, formacién del gel, rigidez y resistencia
contra proteasas™*. E. histolytica desarroll6 un sistema que le permite degradar con efectividad esta
barrera, mediante diferentes enzimas como las amilasas, mediadas por la interaccién de la lectina de
260 kDa, a través de su subunidad pesada de 170 kDa especifica para residuos de N-acetyl-D-
galactosamina (Gal/GalNAc)* (Fig. 5). E. histolytica también utiliza otras proteinas de anclaje, como
las protefnas ricas en lisina (K) y 4cido glutdmico (E) denominadas KERP1 y KERP2; ademis,
proteinas ricas en serina (S), treonina (T) e isoleucina (I) llamadas STIRP. Tanto KERP1 como
STIRP son exclusivas de E. histolytica' y ambas estan implicadas en la adherencia del parasito con

las células blanco®.

Otro complejo importante de la superficie para E. histolytica es el denominado EhCPADH,
compuesto por una cistein-proteasa (EhCP112) y una proteina de adhesién (EhADH112), que est4
involucrado en la adhesién, fagocitosis y citdlisis de proteinas del hospedero, provocando un aumento
en la permeabilidad paracelular y contribuyendo a la desorganizacién y destruccién de la pared
intestinal®. Tras un anclaje exitoso a la mucina favorecido por estos y otros factores, el parasito
liberard distintos tipos de moléculas citoliticas. Dentro del genoma de E. Aistolytica se pueden
identificar 80 genes que codifican para proteasas, pero 50 de ellos son especificos para cistein-
proteasas (EhCPs), pertenecientes a la siper familia de la papaina. De entre estos 50 genes, el 90%
de los transcritos codifican para EhCP1, EhCP2 y EhCP5°. Estas EhCPs se encargan de degradar



proteinas de la matriz extracelular como lamina y coldgeno, asi como las regiones C-terminal ricas
en cisteina de la Muc*"*?, favoreciendo asi la unién entre el pardsito y las células blanco®. Ademis,
las EhCPs contribuyen a suprimir la respuesta inmune del hospedero, degradando moléculas
sefializadoras del sistema, tales como anticuerpos (Ab) y moléculas involucradas en el sistema del
complemento™. E. histolytica también secreta distintos tipos de glicosidasas como sialidasas, a -

glucosidasas y B -N-acetilhexosaminidasa®* (Fig. 5).

E. histolytica tiene otro complejo de proteinas citoliticas ubicadas en vesiculas llamadas
amebaporos (AP). Estas proteinas tipo saposinas (SAPLIP), tienen un dominio conservado de 6
cisteinas unidas por puentes disulfuro. Los AP son los responsables principales de formar canales
16nicos o microporos en las membranas lipidicas de las células del hospedero. A través de estos
canales se difunde agua, iones (salida de Na* y K* y entrada de Ca*") y otras moléculas pequefias,
resultando asi en la lisis celular por choque osmético. E. Aistolytica cuenta con 16 genes que codifican
para SAPLIP, pero unicamente AP-A, AP-B y AP-C exhiben actividad formadora de poros™. Los
AP presentan una estructura y funcién similares a las N-lisinas, perforinas y granulisinas, que se
encuentran en las células NK y en los linfocitos T citotdxicos. La secrecion de los AP, en conjunto
con EhCPs y otros factores de virulencia, trae como resultado la destruccién de los neutréfilos y la
consecuente liberacién de sus productos téxicos. Esto puede amplificar las lesiones causadas por las
amibas, produciéndose dreas de necrosis en la mucosa intestinal y focos de ulceracién, que

condicionan los cuadros clinicos de mala absorcién y disenterfa®'>*.

Otros mecanismos asociados a la patogenicidad de . Aistolytica son aquellos que le permiten a
los trofozoitos soportar las especies reactivas de oxigeno (ROS) y las especies reactivas de nitrégeno
(NOS). Las principales moléculas involucradas en la tolerancia contra el estrés oxidativo, son las
proteinas: peroxiredoxina (Prx), superdéxido dismutasas, flavoproteina A ferredoxina, tioredoxina
(Trx) y Trx reductasa. Estas se encargan de degradar los componentes tdxicos para E. Aistolytica
(Fig. 5). Se ha visto que el estrés oxidativo incrementa la virulencia de E. histolytica, causando la
sobreregulaciéon de factores de adhesiéon como el fosfolipido transportador tipo ATPasa/flipasa.

Ademas altera el flujo metabdlico de componentes tales como el glicerol y la sintesis de quitina®.



Finalmente, el componente genético tanto del pardsito como del huésped es importante durante
el desarrollo de la infeccién®. La organizacién génica de elementos intracromosomales repetidos se
ha asociado con el grado de virulencia, inclusive en distintas cepas de la misma especie®. Un ejemplo
de esto son los genes codificantes para distintos tRNAs, los cuales estan flanqueados por grupos de
500-1750 pb con multiples repetidos cortos en tdndem (STR)®. La alta variabilidad de estos STR
estd asociada con la progresion de la infeccidn, asi como con el desarrollo del AHA®, Estos procesos
patogénicos son resultado de la adaptacién y evolucion del pardsito, para poder proliferar en el

huésped, retando sus lineas de defensa.
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toleran el estrés oxidativo (ROS y NOS) causado por los macréfagos y neutréfilos, mediante el sistema de tioredoxina
(TRX) y peroxiredoxina (PRX). En el higado, la PGE2 de la amiba y del huésped causan la inhibicién de MHC de clase
II en los macréfagos, produciéndose un proceso antiinflamatorio. Las flechas sélidas indican la secrecién de alguna
molécula, las flechas punteadas indican la interaccién entre dos moléculas o una sefial de transduccién. Las citosinas en
letras negras son las que participacién en la eliminacién del parasito; mientras aquellas involucradas en la manifestacién

de la enfermedad se muestran en rojo. Tomado de Nakada-Tsukui, Kumiko er a/ 2016.
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3.3 Regiones teloméricas
Los extremos terminales de los cromosomas lineales fueron descritos por primera vez en 1938

por Hermann ]. Miiller. El observé que los terminales cromosémicos del genoma de Drosophila
melanogaster, al ser expuestos a rayos X, no sufrian las mismas alteraciones que el resto del genoma;
por lo tanto, determind que estas regiones contenian una secuencia protectora. En su momento, a
esa regién se la llamé “gen terminal” y con el tiempo se nombré “telémero” del griego T ¢ A o ¢

(final) y M ¢ p o ¢ (parte)®.

Tres anos después, la investigacion de Barbara McClintock con Zea mays indicé que estas
regiones podrian estar asociadas a la prevencion de ciclos de ruptura-fusién-puente generados por
cromosomas dicéntricos, los cuales son catastroficos para la célula. Ademds, senalé que estas regiones

podian diferenciarse de las rupturas generadas por distintos tipos de radiacion®.

Dadas las hipétesis prematuras generadas por Miller y McClintock, los investigadores de la
época se vieron renuentes a aceptarlas, por lo que las investigaciones sobre estas regiones cesaron.
Con el tiempo, James Watson develé que el mecanismo de replicacién del DNA generaba regiones
3’ terminales de cadena sencilla (3" G-overhang) redundantes, al cual nombré como “problema de la
replicacién terminal”. Ademds, postulé que de una generacién a otra, estas regiones se acortaban y

por ende necesitaban de un mecanismo para la proteccién del telémero®!.

En esta misma época, Hayflick y Moorhead establecieron, a partir de un cultivo de células
diploides in wvitro, el fenémeno de “fase II1”, donde la célula pierde su capacidad de crecimiento
gradualmente. Para explicarlo desarrollaron 3 hipdtesis, una de las cuales trataba del proceso de
senescencia, en el cual una ligera reduccién de la tasa de replicacién lleva al sistema a un agotamiento
gradual hasta alcanzar niveles criticos e irreversibles; y por lo tanto, observando un efecto

acumulativo®.

Fue entonces cuando Alexsei Matveevich Olovnikov identificé que, “el problema de la replicacién
terminal” generaba acortamiento telomérico progresivo. Esto actuaba como una especie de reloj
interno, capaz de determinar el numero de divisiones que la célula puede soportar a lo largo de su
vida; asociando esta idea con un proceso de envejecimiento y de control proliferativo. Olovnikov al
igual que Watson, pensaba que la célula deberfa de tener un sistema de mantenimiento del

telémero®.
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Posteriormente, los trabajos de Elizabeth Blackburn con 7Tetrahymena thermophila, demostraron
que el pardsito contenia regiones hexanucleotidicas, tipo CCCCAA, en el macro y micronucleo®.
Mas adelante, en conjunto con Jack Szostak, clonaron grandes grupos de genes humanos en una
molécula de DNA linear de levadura, empleada como vector. Estos vectores eran poco estables y no
eran capaces de replicarse. Sin embargo, al agregar la regién hexanucleotidica a los cromosomas
transgénicos, éstos se replicaban. Con esto, demostraron la existencia del mantenimiento de
telémeros; ademas, generaron la idea de la conservacién evolutiva de la regién y sus procesos

intrinsecos®.

Anos después E. Blackburn y Carol Greider demostraron con extractos de 7etrahymena
thermophila, que la sintesis de novo de repetidos TTGGGG sucedia gracias a la accién de un enzima
denominada por ellas como “transferasa telémero terminal” y actualmente conocida como
telomerasa®. Los resultados obtenidos dilucidaron la aparente contradicciéon entre dos hechos
comprobados, primero: el acortamiento progresivo de los telémeros durante cada division celular®®,
y segundo: su replicacién, proceso que ocurre en forma independiente a la del resto del ADN

cromosémico®.

3.31 Biogeénesis. Replicacion y Mantenimiento
La investigacién en los telémeros, logré identificar a la enzima telomerasa (TERT) responsable

de la biogénesis del DNA telomérico (tDNA), esta es una enzima transcriptasa reversa®, sumamente
activa en células germinales que permite la elongacién, replicacién y mantenimiento de los
telémeros® ., Su inhibicién en células somdticas constituye un mecanismo supresor tumoral que

“obliga” a que las células salgan del ciclo celular y entren en un estado senescente®**" (Fig. 7).

Durante la replicacion de células germinales y somaticas, el DNA es duplicado gracias a un
macrocomplejo conformado principalmente por KU80, Tau, DNA Pol o, DNA Pola, RNasa H,
ligasa I, helicasa y topoisomerasa. Este complejo no es perfecto, pues genera el “problema de la
replicacion terminal”, derivado de la naturaleza funcional de la polimerasa; por lo que la TERT ha

sido preservada evolutivamente, para la elongacién y mantenimiento del genoma’ (Fig. 8).



TERT es una enzima formada por un complejo proteina-acido ribonucleico®, donde la porcién
proteica se denomina retrotanscriptasa telomerasa humana (hTERT, por sus siglas en inglés de
human telomerase reverse transcriptase); y por la porcién ribonucleotidica se llama RNA telomerasa
humana (hTER, por sus siglas en inglés human telomerase RNA), la cual segin la especie puede
tener una talla de entre 146 y 1,544 pb, ademas de contar con algunas proteinas accesorias

adicionales® ™.

Las caracteristicas fisicas de la cadena doble de DNA (complementariedad y

antiparalelidad) en conjunto con la prosesividad de la DNAPol o (5—>3), encargada de la
replicacién™™, generan el acortamiento telomérico y el envejecimiento celular ya que las propiedades
de cada macromolécula permiten la creacién de dos cadenas distintas durante las rondas replicativas:
la cadena continua (parental 3—>5’), sintetizada directamente por la enzima (hija 5—>3'); y la
cadena retrasada (parental 5'<—3’), la cual para ser sintetizada requiere de primers de RNA y
pequenos oligonucleétidos llamados fragmentos de Okazaki, esto se producen de manera
complementaria y antiparalela a la cadena retrasada, es decir 3'<—5’. Dichos fragmentos son
sintetizados por la subunidad con actividad primasa de la DNAPol a, los cuales proporcionan el

extremo 3’OH necesario para la prosesividad de la DNAPol o ™.

El acortamiento telomérico se produce por dos razones: 1) ya que la secuencia rio arriba del
primer fragmento de Okazaki sintetizado, no puede ser cebado por la DNA Pola mediante su
actividad primasa, pues la regién de cebado estd mds alld del extremo final del cromosoma resultando

1 2) Para eliminar el cebador la maquinaria de

en una cadena hija més corta que la parenta
replicacién empuja al cebador y al fragmento de okazaki. Cualquiera de los dos mecanismos tienen
como consecuencia el acortamiento del telémero® (Fig. 8). Al termino del proceso replicativo la
célula puede sufrir arresto si la longitud del tDNA estd comprometida y presenta una talla menor
de 400 pb®. Dicho arresto celular de la replicacién es en su mayoria permanente y se conoce como

senescencia replicativa o estadio de mortalidad 1 (M1)%,
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Figura 7. Biogénesis y control de la longitud telomérica. A) Replicacién del tDNA mediada por la telomerasa, seguida por la
sintesis del telémero por la DNA polimerasa. B) En cada divisién de las células sométicas, los telémeros sufren acortamiento
telomérico debido a la incapacidad de replicar el telémero en su totalidad. En estas células, al activarse la telomerasa se
puede desarrollar céancer. C) El acortamiento telomérico es inevitable y al ser extremadamente corto, se encienden vias

que desencadenan la senescencia celular. Tomado de Blackburn, Elizabeth H. et al, 2015.

332 Caracteristicas. funciones y estructuras de los teldmeros

La mayoria de las regiones teloméricas de organismos eucariontes (desde plantas hasta mamiferos)
y de algunos procariontes, son secuencias de naturaleza 5-(TTAGGG)n-3" pero no exclusivas™™.
Estos complejos nucleoprotéicos no codificantes, ademds de ser complementarios y ricos en
Guaninas y Citosinas (G/C)®®7 tienen una longitud de 2-20 kilo bases (kb). Aunque se ha visto
que al momento de nacer, los telémeros de las ratas de laboratorio suelen tener un tamano de 20-
50 kb7, Es interesante mencionar entonces que la longitud telomérica se hereda en un margen del
36% al 80%, pues se ha determinado que telémeros muy cortos son inherentes a familias con
sindromes asociados a telémeros. De manera similar, se ha observado la asociacion entre la longitud

telomérica de los neonatos, con los niveles de estrés experimentados por la madre durante el

embarazo®!.
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Figura 8. Acortamiento telomérico limite de Hayflick. En la parte superior se representa la secuencia telomérica TTAGGG,
a partir de la cual se desencadena el problema topoldgico. La polimerasa tiene un impedimento espacial y no puede generar
el fragmento de Okazaki en la primera generacién (F1), lo que eventualmente produce acortamiento telomérico progresivo
en cada divisién celular (F2->Fn). El problema de la eliminacién del cebador implica que la cadena retrasada en F1 perderd
el fragmento de Okazaki, debido al empuje de la helicasa y DNA polimerasa, pertenecientes al complejo de replicacién,
generando asi la pérdida de un fragmento de DNA en F2 y repitiéndose progresivamente hasta Fn. Ambos mecanismos
conducen a la perdida de la longitud telomérica, el envejecimiento y la senescencia celular. Basado en Watson, Biologia

Molecular del gen, 2016 y Realizado con Bio-render.

Otra caracteristica de los telémeros es la estructura que adquiere el DNA telomérico la cual es
una region de doble cadena que termina en cadena sencilla, hasta ahora se sabe que esta cadena
sencilla, posee un alto porcentaje de Guanina y es nombrada como G-strand, resulta de la replicacion
de la cadena continua (parental 3'—>5"/ hija 5 —> 3’), generando un brazo 3’ sobresaliente de
distintas longitudes, dependiendo del organismo. Por ejemplo, en mamiferos la longitud varia de 50-
500 nucleétidos (nt), generando brazos grandes denominados 3" G-overhang™#, en comparacién con
otros eucariontes®”* (Fig. 9).Diversos estudios muestran la presencia del 3° G-overhang en mas del
80% de los organismos (reinos eucariota, protozoa)”, lo que revela una alta conservacién de esta
regién de cadena sencilla y la relaciona de manera funcional con la estructura y el mantenimiento

telomérico”.

Por otro lado, el nivel de condensacién de la cromatina en estas regiones las dota de otra
caracteristica importante, relaciondndolas directamente con la proteccién del genoma™. En cierta
medida esta compactacién es mediada por las marcas epigenéticas (trimetilaciones de las histonas
H3K9 y H5K20) presentes en el tDNA®,

18



Las caracteristicas fisicoquimicas del telémero también favorecen el rearreglo estructural y el
empaquetamiento. Por ejemplo, el alto contenido de Guaninas favorece las interacciones en el
telomero mediante puentes de hidrégeno de Hoogsteen, formando estructuras que se pliegan entre
si y dando lugar a diferentes niveles de organizacién mds complejos denominados cuddruplex G*,
todo lo cual promueve la compactacién y proteccién del telémero (Fig. 9). Cabe mencionar que la
conformacién estructural del tDNA es sumamente particular, ya que la cadena 3" G-overhang es
capaz de plegarse sobre el tDNA de doble cadena, invadiéndola y llevando a la formacién estructural
de un bucle denominado t-loop; la cadena desplazada generard asi un segundo bucle de

desplazamiento, denominado D-loop* (Fig. 9).

Figura 9. Estructura del t-loop. El
arreglo cromosémico muestra las
caracteristicas tipicas descritas
hasta ahora para la regién

telomérica. Se muestran las

marcas epigenéticas
H3K9.3MET y H5K20.3MET en

la regién subtelomérica, asi como

Complejo Shelterin
H3K9.3Met —
o | H5K203Met = S

las estructuras G4 y el telosoma.
El  complejo  Shelterin  es

fundamental para la formacién

del telosoma, ya que permite la
insercién de la cadena sencilla en
la cadena doble, generando asi el T-loop; mientras que la cadena desplazada generard el D-loop. Modificado de
Maciejowski, John y De Lange, Titia, 2017.

Si bien estas caracteristicas del tDNA ayudan al mantenimiento y estado de compactacion, se

requiere de un complejo multiprotéico llamado complejo Shelterin™®

, que dotan estructuralmente
al telémero de una especie de “cubierta’ que refuerza la proteccion al telémero. Ademas, estas
proteinas favorecen el buen funcionamiento del reloj mitético, arrestando a las células en senescencia
cuando se requiere®; y también participan en la proteccién contra la fusién de los extremos, debido
a la reparacién errénea por las vias de unién de extremos no homdlogos (NEH]) o de recombinacién

homéloga (HR).



Estas vias se activan por el reconocimiento indebido de los extremos terminales, como cuando
hay una ruptura de dsDNA™®. Los telémeros desprotegidos también estan asociados a factores de
reparacién de dafio al DNA (DDR por sus siglas en inglés DNA damage repair), como 53BP1,
MREL1], formas fosforiladas de H2ZAX y ATM12, los cuales activan la cascada de sefializacién que
culminan en el arresto del ciclo celular, hasta que el dafio sea reparado®. Cabe mencionar que las
bases moleculares que distinguen DDR transitorias de DDR persistentes son desconocidas®’. De
manera adicional, el complejo Shelterin tiene relacién con la replicacién completa de los cromosomas,
contribuye a la organizacién cromosémica dentro del nucleo y participa en la regulacion de la
expresiéon génica® (Fig. 10). El telémero es una regién de DNA ubicada al final de los cromosomas
estrictamente lineales, con roles bien definidos, que incluyen la replicacién controlada de las células
y la estabilidad del cromosoma, ademas estd implicado de manera fina y precisa en procedimientos

moleculares en cada fase de crecimiento y vida de la célula.
Figura 10. Rol del complejo

Descompactacién del telémero Shelterin en la  cromatina

Cromatina Telomérica telomérica.  El  complejo

Shelterin  protege a la
Mutacién o perdida del

. ' cromatina telomérica
complejo Shelterin

(heterocromatina) del

—

Recompactacion

reconocimiento  indebido

por parte de la maquinaria

de reparacion del dafio por

Factores
DDR

dsbDNA o cualquier otro

\5_.
Factores L@' factor de reparacién (DDR).

BOR La mutacién o pérdida del

complejo Shelterin o de alguno de sus componentes genera la descompactaciéon del telémero y la acumulacién de factores

DDR, llevando asi a la célula a generar estructuras cromosémicas aberrantes. Tomado de Bandaria, Jigar et al. 2006.

333 Interacciones de las regiones telomericas con el complejo Shelterin.
Dada la naturaleza quimica, rica en G/C de la mayoria de los telémeros, esta regién es susceptible

al dafo genotdxico exdgeno''?. Asi, en veteranos de guerra expuestos a gas pimienta, se observé la
presencia de telémeros més cortos y susceptibilidad a desarrollan algin tipo de tumorogenesis®.
La funcién del telémero, asi como su relacion con diversas proteinas, estd conservada en
diferentes organismos. A pesar de ello, la arquitectura y composicién del telémero son variadas y
han presentado cambios répidos a lo largo de la evolucion®. Ademas, las funciones del telémero son

asistidas por la interaccién de proteinas especificas referidas como telosoma o Shelterin®.
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El complejo Shelterin generalmente estd formado por un nicleo de seis proteinas TRF1, TRF2,
POT1, RAPI1, TIN2 y TPP1. Estas proteinas tienen ortélogos o paradlogos a lo largo de diferentes
especies, pero conservan su funcién esencial que consiste en proteger al repetido telomérico del

reconocimiento de la maquinaria de reparacion de dafio y dotarlo de resistencia a agentes genot6xicos
(Fig. 11)7%,

El factor del repetido telomérico 1 (TRF1 del inglés, telomeric repeat factor 1) y 2 (TRF2 del
inglés, telomeric repeat factor 2)7, cumplen funciones diferentes en el mecanismo de mantenimiento
y estabilidad de genoma®. Estas proteinas comparten la misma arquitectura espacial y 2 motivos
conservados, el primero denominado TRFH, ubicado en la regién N-terminal y que se encarga de la
homodimerizacién; y el segundo llamado SANT/Myb de unién a DNA, ubicado en el C- terminal®.
Ambos dominios estdn separados por aproximadamente 100 y 150 aminoécidos (aa) en TRF1 y
TRF2, respectivamente”. La homodimerizacién de cada proteina es vital para el reconocimiento del

motivo hexanucleotidico del tDNA 5-TAGGGTT-3"". Ademas estas proteinas TRF, interactian con
DDR y TERT® (Fig. 11).

La proteina de proteccién del telémero (POT1 por sus siglas en inglés protection of telomer 1)
interactda con el telémero, uniéndose con el brazo de cadena sencilla 3° G-overhang y como
heterodimero con TPP1% (acrénimo de las primeras letras de TINT1; PTOP y PIP1). Aunque TPP1
no interactia con el tDNA, sirve de conector entre TRF1/TRF2 y POT1, y ademds puede reclutar

a TERT a los extremos terminales™ (Fig. 11).

El factor nuclear de interaccién a TRF1 2 (TIN2 del inglés TRF1-interacting nuclear factor 2),
al igual que TPP1, es un importante regulador proteina-proteina del telémero, pues se encarga de
la interaccién directa entre TRF1-TRF2 sirviéndoles como puente. Adicionalmente interactia con el
heterodimero TPP1/POT1. La interaccién entre TIN2 y el resto del complejo de Shelterin indica
una importante coordinacién e integraciéon de sefales fundamentales para el mantenimiento del

telémero® (Fig. 11).

La proteina de replicacién 1 (RAP1 por sus siglas en inglés de replication protein A 1) es la
subunidad menos estudiada del complejo y se sabe que interacttia mediante su dominio Myb con el

telémero, al heterodimerizarse con TRF2” (Fig. 11).



Figura 11. Componentes del
complejo  Shelterin.  El
nicleo  del  complejo
Shelterin  estd  formado rRE
por 6 subunidades o
independientes. TRF1 y
TRF2 se unen a la doble
cadena de DNA,
mediante un dominio de
unién a DNA tipo MYB
(k). Ademds deben
homodimerizarse ~ para
unirse al DNA. TRF2 es
la  Unica proteina del

complejo capaz de

interactuar con RAPIL.
TIN2 se conecta a las
TRFs mediante su dominio de homodimerizacién (F). POT1 se une a la cadena de DNA sencilla, mediante un dominio
de unién OB-Fold. Ademas, POT1 se acompleja con TPP1. TPP1 al interactuar con TIN2, pliega la cadena sencilla hacia
la doble cadena, generando asi los T-loop y D-loop. Tomado de Bandaria, Jigar et al. 2006.

3.4 Dafos genotdxicos: origen. reparacion y consecuencias
Los agente genotéxicos (AGx) desencadenan multiples consecuencias, en algunos casos letales

para la célula, generando “saltos” en la replicacién, transcripcién o bien frenar la replicacién, estos
efectos estas superditados al dafio generado, siendo el mds letal las rupturas de doble cadena

(dsbDNA) que mantienen la célula en paro, hasta que la lesién sea reparada por completo®.

Las fuentes de AGx pueden ser enddgenas, derivadas de diferentes procesos metabdlicos; aunque
se ha demostrado que no son suficientes para dafar al genoma”™. Los AGx también pueden ser
exégenos”, como: la radiacién UV de diferentes tipos como UVA (A= 340 nm - 400 nm), UVB
(A =295 nm -320 nm) y UVC (1= 254 nm)”, y la exposicién a diferentes agentes quimicos como
radén, humo de cigarro, contaminacién, metales téxicos y pesticidas . Es importante resaltar que
independientemente de su origen, los dafios pueden generalizarse como fisicos (rupturas y
modificaciones topolégicas) o quimicos (modificaciones en determinados grupos funcionales de los
4cidos nucleicos), y su repercusién para la célula es distinta, dependiendo de las vias de reparacién

que se activen.
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El dafio inducido por radiacién, deriva principalmente de la absorcién de la energia de rayos UV
(A= 254 nm - A 400 nm), siendo la exposicién prolongada al sol la principal fuente de dafio”. El
principal fotoproducto se denomina dimeros de ciclobutano de pirimidinas (CPDs por sus siglas en
inglés) (80% - 90%), los cuales afectan a las bases pirimidicas adyacentes (Pir<>Pir). La radiacién
UV también puede generar fotoproductos de pirimidona (6-4PPs, 10% - 20%)" y es capaz de
ocasionar alteraciones significativas en el estado redox, induciendo la produccién de ROS mediante
la fotosensibilizacién tipo 1. De manera, que el producto derivado del dafo oxidativo generado por

la radiacion UV serd generalmente el aducto 8-oxoG, que causa firmas mutacionales G>T*,

Respecto a los AGx derivados del dafio quimico, las ROS/NOS generan principalmente
modificaciones quimicas en las bases nitrogenadas (mediante la oxidacién o etilacién de las
bases)™®. La guanina es la base que presenta la mayor susceptibilidad a oxidarse, generando asi el
aducto 8-oxoG. De no ser resuelta esta lesién en la primera ronda de replicacién, habrd un
apareamiento erréneo entre 8-oxoG-A y en la segunda ronda de replicacion se generara una

transversién tipo C>T, perpetuando asi el genotipo A:T%1%

Los AGx oxidativos son capaces de generar mds de 100 diferentes tipos de dafios en las bases
nitrogenadas del DNA, produciendo también rupturas de cadena sencilla (sshDNA), sitios abasicos
y lesiones de hidantoina!®'. Ademas del aducto 8-0x0G, otras purinas oxidadas son mas citotéxicas

debido a su capacidad para bloquear la replicacién y transcripcién del DNA®,

Una vez generado, el aducto 8-oxoG es susceptible a procesos consecutivos de oxidacion,
generando otras lesiones que incluyen las espiroiminodihidantoina (Sp)'"? y guanidinohidantoina
(Gh)'®. Las glicosidasas NEIL1 y mNEIL3 reparan las lesiones superoxidadas Sp y Gh de cuddruplex
G del telémero y del ssDNA, pero el aducto 8-0xoG no puede ser reparado®.

Adicionalmente al aducto 8-oxoG, las pirimidinas son también susceptibles de dafio por
ROS/NOS, generando varias lesiones que incluyen: timina glicol (Tg), 5 hidroxicitosina, y 5
hidroxiuracil. La Tg es la lesion de timina oxidada més comun y es citotdxica, porque puede bloquear
la replicacién del DNA'™
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Como se mencion6 en un inicio, cada lesién es reparada de manera deferente. Los CPDs suelen
repararse de manera directa, mediante la accién de fotoliasas'™ o bien mediante la via NER, la cual
estd involucrada en la remocién especifica del nucleétido dafiado, eliminando un fragmento de 13 a
14 nt. Por su parte los dafios derivados de ROS/NOS son reparados por la via ver, mediante una

DNA glicosilasa (monofuncional o bifuncional), especifica para la lesién®.

341 Genotoxicidad

El mantenimiento de la integridad del genoma es crucial durante la proliferacion celular, ademas
de que juega un rol critico para el desarrollo del céncer y el envejecimiento™. Asi, cuando los
productos de los AGx exceden la capacidad de las enzimas encargadas del procesamiento del DNA,

es inevitablemente que éste sufra mutaciones que desencadenan fenotipos especificos” 1%,

Como ya explicamos, en el tDNA una de las lesiones mds frecuentes es el aducto 8-0xoG, que
se encuentra principalmente en la cadena 3’-overhang, sin embargo, esto puede saturar la capacidad

de reparacién por la via BER y contribuir al acortamiento telomérico™.

Las regiones teloméricas son blancos preferidos para el dano aleatorio del DNA, incluyendo la
reparacién menos eficiente de las ssbDNA, inducidas por UV®. Los repetidos TTAGGG son sitios
preferidos para la unién de hierro, el cual es un mediador en las reacciones Fenton que generan
radicales OH altamente reactivos y eventualmente inducen la ruptura 5 de las bases GGG. Se tiene
bien caracterizado que la deficiencia de la peroxiredoxina I (PRDX1), aumenta la susceptibilidad del
telémero a las ROS/NOS®; por lo que la sensibilidad que presentan los telémeros frente a los AGx

particularmente ROS, se debe a la naturaleza rica en guanina de la regién®.

De no ser reparadas de manera eficiente las lesiones en el telémero generadas por los AGx™, se
produce una erosién acelerada del telémero y se restringe el periodo proliferativo de las células,
conduciéndolas a senescencia® e inestabilidad génica, lo que contribuye a numerosas padecimientos

relacionados con la edad y a enfermedades degenerativas, incluyendo el cdncer®.
El estrés oxidativo que acelera el acortamiento del tDNA y la disfuncién telomérica producida

por el dafio a las bases nitrogenadas, conllevan a la pérdida extensiva del telémero y a la crisis

telomérica.
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Esta crisis, estd caracterizada por la desintegracién estructural del telémero, la fusién e
inestabilidad cromosémica y la formacién de puentes de cromatina y micronucleos, todo lo cual
conduce a la muerte celular. Estos fenotipos de crisis teloméricas se atribuyen a la presencia

exacerbada del aducto 8-0xoG y a la ausencia de la glicosilasa OGGI™".

A pesar de la informacién descrita anteriormente, el mantenimiento del telémero es muy poco
comprendido. Por ejemplo, a pesar de que las células logran mantener al telémero, se sabe que
después de los procesos senescentes, las células se vuelven inmortales®’. Los mecanismos de
respuesta al dafio de DNA (DDR), que arrestan la progresién del ciclo celular hasta que el dafio sea
removido, se han asociado con el fenotipo senescente'®. No obstante, se desconocen las bases
moleculares que distinguen a la DDR transiente de la persistente. Algunos estudios senalan
heterogeneidad en la reparacién gendmica, sugiriendo ademds que ciertas regiones, como los
telémeros, son resistentes al saneamiento de la lesién, por lo que se ha correlacionado el
envejecimiento con la acumulacion del dafno en el DNA®. Asi, los mecanismos de DDR sugieren un
desgaste telomérico independiente, y que la senescencia celular es el resultado del dafio irreparable

en el tDNA vy la senalizacién de las vias DDR®’,

Esos darios tendran distintos fenotipos. Asi, el fenotipo telomérico debido a dafios por oxidacién,
es diferente al observado por la deplecién de algin componente de la maquinaria Shelterin. Por
ejemplo, en el caso de la perdida de TRF2 se observa la fusiéon de los cromosomas™, mientras que

el telémero presentaré diferentes firmas de transversién o transiciones (Fig. 12)°.

342 La maguinaria Shelterin defiende al telémero del daro
En conjunto el telémero y las proteinas del complejo Shelterin son importantes para la

estabilidad, conformacién tridimensional y mantenimiento telomérico™. Al eliminar algun

componente del complejo shelterin se activan las vias DDR, generando productos aberrantes (Fig.
12).

TRF1 es un regulador negativo de la longitud del telémero y su sobreexpresién conlleva a un
acortamiento del telémero!”, adicionalmente esta proteina evita la activacién de las vias de ataxia
telagiectasia mutada (ATM) y de ataxia telagiectesia relacionadas a la proteina Rad3 (ATR)".. Una
vez que TRF1 es fosforilada por ATM, mediante MRN o posiblemente por una tanquirasa'®, sera

incapaz de interactuar con el tDNA de doble cadena, favoreciendo asi el alargamiento telomérico™.
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B . Figura 12. Efectos de la

L A e pérdida de alglin
o e | componente del complejo
="~ _, gp S o Shelterin y del

envejecimiento celular. A)
Se muestra que la pérdida
de algin componente del
Shelterin  conduce a la
fusién de los cromosomas.
B) El  envejecimiento
celular por su parte genera

marcas epigenéticas

especificas en el telémero,
como la acumulacién de la histona y -H2AX, o bien firmas mutacionales que se pueden identificar como transversiones o

transiciones.

En contraste, TRF2 estd envuelto en la regulacién de la longitud del telémero asi como en la
formacién y estabilizacién del T-loop'”. Cuando TRF2 se inhibe, se pierde la conformacion
tridimensional del telémero y el 3° G-Overhang. Este dltimo, al promover la fusién cromosémica
mediante recombinacién homoéloga directa (HDR por sus siglas en inglés, homology-Directed
recombination) o bien por la activacién de la via ATM™M110 TRF2 se asocia con proteinas
involucradas en la DDR, reclutando algunas de estas proteinas hacia el telémero, posiblemente para
prevenir que éste sea reconocido como una ruptura de DNA o bien para sensibilizar a la célula del

dafio telomérico®.

Rapl estd involucrada en la inhibicion de HDR” y en el silenciamiento génico; ya que en
levaduras, se ha determinado que participa en el silenciamiento de genes localizados cerca de los
telomeros™. Al suprimirla, los telémeros se alargan y se pierde la heterogenicidad de la region®.

El subcomplejo TPP1/POT1 interactia, mediante el dominio C-terminal de TPP1, con TINZ,
lo que favorece la unién de todas las subunidades del complejo. Asi este subcomplejo inhibe las vias
ATR. POT1 se une al tDNA 3" G-overhang, regulando asi la longitud telomérica, protegiendo el
final cromosémico y estabilizando el T-loop. Por otra parte, TIN2 interactia con TRF1, mientras
que TPP1 se asocia con POT1, por lo que la asociaciéon TRF1-TIN2-TPP1-POT1 est a cargo de

TIN2 y POT1, sugiriendo ademdas un importante control en la comunicacién del telémero”.
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La asociacion entre TRF1 y TINZ2 tiene lugar en el citoplasma y es necesaria para la translocacién
de TRF1 al nucleo. En tanto que el emparejamiento TIN2/TRF2 se lleva a cabo en el teldmero. Por
su parte, las interacciones TIN2/TPP1 y TPP1/POT1 ocurren en el citoplasma y nucleo,
respectivamente”!®. La sefial de exportacion nuclear (NES) de TPP1 controla su concentracién y
de manera indirecta la de POT1, ya que esta senal se encuentra contigua al dominio de unién para

POTT1, sugiriendo que su interaccién esté relacionada con su localizacién nuclear™.

La unién entre TIN2/TPP1 promueve la localizacién nuclear de POT1/TPP1 por un mecanismo
aun no determinado. Se ha encontrado que TIN2 retiene en el nicleo a POT1/TPP1, lo que sugiere
que TIN2 ademds de participar en el ensamblaje del telosoma, actia como una soga nuclear para
las subunidades del complejo, orientando y asegurando el montaje del mismo. Por su parte, la
presencia de TPP1 en el citoplasma, resulta en la activaciéon de las vias DDR y en la desregulacién

%I En conjunto, estas evidencias sugieren la interaccién coordinada de

de la longitud telomérica
TIN2/TPP1/POTI1 en el citoplasma para ensamblar al complejo Shelterin y garantizar la funcién

del telosoma en el nucleo®.

Una vez en el nicleo, TRF1 y TRF2 sondean el genoma para translocarse adecuadamente en el
telomero, donde su afinidad por el tDNA es considerablemente mayor que por regiones no
teloméricas. No obstante, algunos complejos pueden encontrarse en otras regiones diferentes al

telémero!!?.

Dentro de los roles descritos del complejo Shelterin se encuentran: evitar la activacién de la
DDR, en los extremos terminales de los cromosomas; regular la actividad de la TERT, en las regiones

8185, contribuir en la compactaciéon de la cromatina del telémero, mediada por las marcas

terminales
epigenéticas; y colaborar en la resistencia del telémero contra los dafios™. La pérdida de cualquier

componente del Shelterin resulta en el inicio de las vias de reparacion por dsbDNA.

Estas vias pueden ser: NHE], la cual induce la fusién de los cromosomas y posiblemente
desencadena la crisis del telémero''’; 0 HR'®. De manera que, la maquinaria Shelterin actia a través
de distintos mecanismos, interactuando con varias proteinas y en distintas etapas del ciclo celular,

convirtiendo asi al telosoma en un conjunto altamente dindmico y sumamente regulado.
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A Antecedentes

E. histolytica es uno de los primeros protistas para los cuales se publicé un borrador de su
secuencia genémica en 2005; posteriormente este fue revisado y reanotado, se ha estimado que el
genoma abarca 20,799,072 pb'!, distribuidos en 1,496 scafolds. El porcentaje génico se calcul en el
32% del genoma, es decir 8,201 genes con un tamano promedio de 1.26 kb. Una cuarta parte de
estos genes contiene intrones, y solo 6% posee multiples intrones. Al 46% (3,788) de las proteinas
codificadas por su genoma, se les asocié con una funcién putativa; y 58 familias, de al menos 5

miembros, fueron identificadas como proteinas exclusivas de E. histolytica'".

Hasta el momento no se han identificado caracteristicas generales que compartan todos los
telomeros analizados ya que estos tienen caracteristicas propias en cada especie analiza, sin embargo
podemos generalizar algunas caracteristicas del telémero, de manera independiente al organismo son
regiones repetitivas, localizadas en los extremos terminales de los cromosomas y asociados a
heterocromatina. En E. Aistolytica las regiones teloméricas, no se han podido identificar ya que no

poseé ninguna secuencia telomérica que asemeje a nivel nucleotidico a algun otro telémero'®.

Derivado del andlisis del genoma de E. Asstolytica se observé que el 10% de este esta conformado
por 25 diferentes de arreglos los cuales estdn caracterizados por poseer regiones interespaciadoras
las cuales son secuencias repetidas tipo STR ricas en A:T (aproximadamente 80%), ademds pueden
incluir uno o mas genes que codifican para tRNAs (Fig. 13A); el tamatio de estos arreglos es variable,
en promedio se encuentran entre 490 pb -1775 pb cuya longitud total puede ser de entre 18 kb a 59

kb (Fig. 13B), por lo que estos arreglos estédn caracterizados por ser altamente polimérficos®.

La reanotaciéon del Genoma arroj6é que estas secuencias estan presentes en 25 arreglos distintos:
9 arreglos contienen un solo gen para tRNA, 11 arreglos contienen 2 genes, 3 arreglos contienen 3

genes, un arreglo contiene 4 genes y otro arreglo contiene 5 genes.

La mayorfa de los arreglos son ricos en A+T (aproximadamente 80%), no obstante 4 de ellos
tienen porcentajes mayores de G+C. Tres de estos arreglos estdn asociados al gen ribosomal 5§,
mientras que el cuarto arreglo puede estar relacionado con genes que codifican para moléculas

nucleares pequenias de RNAY16,
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Estudios adicionales mostraron que los arreglos se repiten de 70 a 250 veces, estimandose un
total de 4500 tRNA por célula'®. Finalmente, existe evidencia de la localizacién de estos arreglos en
los extremos de los cromosomas ademas de que pueden ser funcionalmente equivalentes a las
secuencias teloméricas candnicas, que estan ausentes en £. histolytica’, cabe mencionar que les han

asociado posibles roles estructurales para el genoma del parésito!’c.

En el genoma de E. hAistolytica también se identificaron eventos de transferencia horizontal de
genes (LTG por sus siglas en inglés Lateral Transfer Genes), describiéndose 68 genes con este
origen. El1 58% de estos genes estan relacionados con el metabolismo, mientras que del 42% restante
se desconoce su funcién’. También, se describié que los genes ribosomales se encuentran en
episomas circulares de 24 kb, caracterizados por tener dos unidades de transcripcion palindrémicas

y un repetido invertido. Esos circulos representan el 20% del total de material gendémico'®.

A pesar de la incorporaciéon de més especies de Entamoeba”, aun estd muy poco entendida la
biologia molecular de muchas de ellas, asi como su composiciéon genémica. El nimero de

cromosomas y la ploidia también es desconocida'’’; no obstante, experimentos de hibridacién de

DNA han sugerido que el genoma podria ser tetraploide y contar con 14 cromosomas (Fig. 6)5!%.

La multiplicidad cromosémica del genero se puede deber a la plasticidad e inestabilidad
gendmica, asociadas con la multiple variabilidad genémica intra e inter especies'”’. Esta caracteristica
del genero se debe principalmente a la existencia de multiples elementos LINEs y SINEs'®. No
obstante, se ha probado la existencia de transposones de clase 1 y II, relacionandose esta ultima a

especies no patégenas'?!

La organizaciéon genémica inusual del genero Entamoeba ha dificultado la identificacion de
secuencias “candnicas” terminales para cromosomas lineales, tal es el caso de las secuencias
teloméricas. Aunque el arreglo de las secuencias de genes tRNA sugiere la existencia de regiones
teloméricas. Ademds, el arreglo tan variado que se ha encontrado a lo largo del género sugiere la
evolucién de las especies, por lo que los arreglos podrian utilizarse como marcadores moleculares de

poblacién'?,
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Figura 6. Cariotipo de E. histolytica obtenido mediante PFGE. Separacién
del genoma de 2x10° pb de E. Aistolytica (Eh) por bloque. La electroforesis — 1100
se realizé en un gel de agarosa al 0.7% y se afiadi6 un marcador de talla - 8?2
correspondiente a Saccharomyces cerevisiae (Sc). Tomado de Willhoeft, _ 815
— 785
Ute, 1999. — 745
— 680
— 610
— 555
En general, las marcas epigenéticas encontradas en — 450
— 375
diversos organismos se han asociado con diferentes funciones — 295
— 225

celulares. En la mayoria de los organismos superiores, las

marcas tipicas en zonas teloméricas y subteloméricas, son la
trimetilacién en la lisina 9 de la histona 3 (H3K9me3) y la trimetilacién en la lisina 20 de la histona
4 (H4K20me3). En el caso de E. histolytica, la di y trimetilacién en la lisina 4 de la histona 3
(H3K4me2/ H3K4me2) se ha relacionado con actividad transcripcional; la dimetilacién de la lisina
27 en la histona 3 (H3K27me2) estd asociada a los genes silenciados mediante RNA de
interferencia; y la dimetilacién de la arginina 3 en la histona 4 (H4R3me2) y la acetilacién de la
region N-terminal de la histona 4, estin relacionadas a la activacién transcripcional'®!*. Por esta
razén, es importante identificar marcas epigenéticas tipicas de las regiones subteloméricas y

teloméricas en el genoma de E. Aistolytica.

Derivado del analisis del genoma del pardsito, se estima que el 10% estd conformado por 25
diferentes de arreglos, interespaciados por secuencias repetidas tipo STR ricas en A:T (~80%), y
por uno o mas genes que codifican para tRNAs (Fig. 13A). La talla de estos arreglos es variable
(490-1775 pb) vy su longitud total va de entre 18 kb a 59 kb (Fig. 13B), por lo que son altamente
polimérficos®. La localizacién de estos arreglos en los extremos de los cromosomas, sugiere que
estos arreglos podrian ser funcionalmente equivalentes a las secuencias teloméricas candnicas,

ausentes en E. histolytica’.
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Mediante analisis in silico del genoma de E. histolytica, se han identificado genes que codifican
para proteinas relacionadas con regiones teloméricas. El genoma contiene 3 secuencias cuyos
productos guardan porcentajes importantes de identidad con las proteinas TRF 1 y TRF 2 de
humano, sobretodo en el dominio de unién a DNA tipo MYB. Estos productos se han denominado
EhTRF-like I (locus EHI_001090), EhTRF-like II (locus EHI_001110) y EhTRF-like III (locus
EHI_148140)'.
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Figura 13. Arreglos de tRNAs de E. histolytica A) Organizacién de los diferentes arreglos de tRNAs y STR’s, el sentido de los genes se
representa por las cabezas de las flechas. B) Andlisis de isocoros para diferentes arreglos de tRNAs, se observan las unidades de
repeticién. Modificado de Clark et al, 2006 y tomado del anélisis de Isocoros realizado por el M. en C. Helios Cardenas Hernandez.
Las proteinas Eh'TRF-like de E. Aistolytica tienen rasgos caracteristicos tipicos de sus
homélogas en humanos, como el dominio de unién a DNA tipo MYB, conservado en las tres
proteinas, y el motivo telobox VDLKDKWRT, presente en la tercer hélice del dominio de unién

a DNA tipo MYB, capaz de reconocer secuencias teloméricas'® (Fig. 14B).

A diferencia del humano, que tiene sus genes codificantes para HsTRF1 y HsTRF2 ubicados
en distintos lugares, E. histolytica posee los genes EHI_001090 y EHI_001110 en el mismo contig,
por lo que se podria suponer que sus productos son pardlogos. EnTRF-like I y EnTRF-like II son
similares a HsTRF1, ya que presentan un extremo N-terminal 4dcido y puntos isoeléctricos de 5.84
y 6.68, respectivamente, en comparaciéon con el punto isoeléctrico de 5.99 de HsTRF1. Por su
parte, el gen EHI_ 148140 se encuentra en un /ocus distinto y las caracteristicas fisicoquimicas de
la proteina EhTRF-like III son similares a su homoélogo en humano HsTRF2, ya que ambos

contienen un extremo N-terminal basico y sus puntos isoeléctricos son 839 y 9.22,
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respectivamente. Ademds, ambas cuentan con un dominio de unién a RAP-1. En el caso particular
de HsTRF2, cuenta también con un dominio de unién a TINZ2, ausente en Eh'TREF-like III. De
forma similar a las proteinas HsTRF, las EnTRF-like conservan los dominios necesarios para su
funcién especifica, como el dominio de homodimerizacién, el de sefializacién nuclear y el de unién
a DNA tipo MYB'* (Fig. 14A). De manera interesante, a través de microscopia electrénica de
transmisién (MET) se demostré que EhTRF-like III se localiza en regiones de heterocromatina

condensada (Fig. 15), sugiriendo su presencia en regiones teloméricas'®.

Rendén-Gandarilla et al demostraron que la las proteinas EhTRF-like son capaces de
interactuar con un fragmento hexanucleotidico de naturaleza humana (5-TTAGGG-3’) ademas de
que demostraron que una sonda derivada del arreglo NK1 de E. Aistolytica de 42 pb (5'-
TTAGTATT-3) es capaz de interactuar con las proteinas EhTRF-like compitiendo por la
interaccién con la proteina, demostrando asi que las proteinas EhTRF-like de E. Aistolytica son
capaces de reconocer al telémero humano (5-TTAGGG-3') pero estds presentan una mayor
afinidad de unién por el fragmento (5-TTAGTATT-3’) derivado del arreglo de tRNA NK1 (Fig.
15]J-K). Estos ensayos de retardamiento y competencia mostraron ademds que tanto EhTRF-like I

como EhTRF-like III son capaces de formar diferentes complejos de retardamiento (Fig. 15]-K)'%.

Por otro lado, se conoce muy bien la tolerancia que experimenta el parasito a AGx, como
radiacién UV y H,O,. Por ejemplo, la viabilidad celular de trofozoitos tratados con 150 pj/cm? de
UV y con 2.5 mM de H,O, se mantiene en un 85%'".

En nuestro grupo de trabajo se determiné que la expresién de los genes EHI_001090 y
EHI 001110 presentan una expresién basal similar, mientras que la expresion basal del gen
EHI 148140 se encuentra incrementada'”. Con la idea de comprender el rol de la proteina ERTRF-
like III, asi como su unién con fragmentos derivados de arreglos teloméricos diferentes, se
generaron amibas que sobre expresan o tienen expresién disminuida del gen EHI_148140. Basados
en esta estrategia experimental se analizé la sobreexpresion y silenciamiento del gen mediante RT-
PCR y el analisis de la proteina se realizé mediante ensayos de inmunodeteccién ademas, se analizo
la viabilidad celular de los trofozoitos transfectantes al ser sometidos a diferentes agentes
genotoxicos (UV y H,O,) ademds observamos la formacién del aducto 8-oxoG'%, en los trofozoitos

transfectantes.
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Figura 15. Deteccién de la proteina EnTRF-like III en los ntcleos de trofozoitos transfectantes. PS trofozoitos incubados con suero
preinmune (A, B) a-EhTRF-like III (C, D), a-Myc (E, F), seguido de la incubacién con un anticuerpo marcado con oro a-conejo
(gi). N, nucleo, C, citoplasma, las flechas indican las particulas de oro (J) Analisis de retardamiento de las proteinas EnTRF-like III (K)
y EhTRF-like I. Tomado de Rendén-Gandarilla et al., 2018.
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O Justificacion

En el genoma de E. histolytica se encontraron secuencias de repetidos tipo STR, las cuales
flanquean a genes codificantes para tRNAs. A pesar de su heterogenicidad, estas regiones se han
propuesto como posibles secuencias teloméricas, ademds de atribuirles una funcién en la
organizacion genémica de este organismo. Aunado a esto, en su genoma también se han identificado
3 genes que codifican para proteinas homélogas a TRF1 y TRF2 de H. sapiens, las cuales se
denominaron EhTRF-like [, II y III. En particular, EhTRF-like I y III tienen afinidad por una
secuencia derivada de uno de los arreglos de tRNA, NK1; ademds se localizan en el nucleo en
regiones heterocrmaticas, cercanas a la periferia nuclear. Sin embargo, se desconoce si son capaces
de unirse a otras secuencias relacionadas a algin otro arreglo de tRNAs; ademas los mecanismos
moleculares a través de los cuales, estas proteinas participan en la protecciéon de los extremos
terminales de los cromosomas son desconocidos. Por tanto el analisis experimental de la proteina
EhTRF-like III nos permitird entender los mecanismos moleculares que podrian estar participando

en la proteccién de los extremos terminales de los cromosomas del parésito.

O Hipotesis
Las proteinas EnTRF-like reconocen los arreglos de tRNAs, y la sobreexpresion o inhibicién de
la proteina EnTRF-like III en trofozoitos de E. histolytica se asociara con la formacién del aducto 8-

oxoG cuando se somete al parasito a estimulos genotéxicos.

/ Objetivo General

Determinar la unién de las EnTRF-like a arreglos de tRNA’s, e identificar el papel de EhTRF-

like I1I en presencia de agentes genotdxicos, en trofozoitos de E. histolytica.

/.1 Objetivos Particulares
¥ Determinar la unién de las proteinas EhTRF-like al arreglo de tRNA [GSC] de FE

histolytica.
T Analizar el efecto de la sobrexpresién o la inhibicién de la proteina EnTRF-like 111 en la
viabilidad celular durante el tratamiento con agentes genotéxicos. (Radiacion; UV y H202).
¥ Analizar la formacién del aducto 8-oxoG al someter a trofozoitos transfectantes (OX/SI) de

E. histolytica a dosis crecientes, de diferentes agentes genotdxicos.
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O Materiales y Meétodos

Q.1 Cultivo de £ histolytica y £ dispar

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron cultivadas en tubos de vidrio con medio
TYI-S33 para disminuir la presién parcial de oxigeno'®. También se utilizé6 medio TYI-S33
suplementado con 20% (% v.v) de Suero de Bovino Adulto (BioWest) inactivado por calor,
3% de vitaminas de Dimond (Invitrogen), ademds de contar con los siguientes antibiéticos
y antimicéticos, Penicilina (100 U/mL o0 0.25 pg/mL) (Sigma-Aldrich ), Estreptomicina (100
pg/mL) (Sigma-Aldrich). El medio se esteriliz6 por filtracién con membrana de

nitrocelulosa de 0.22 um.

Las cepas de E. histolyticay E. dispar se crecieron hasta alcanzar >90% de confluencia,
posteriormente para despegar a los pardsitos se incubaron a 4° C (en un bafio de hielo)
durante 7-10 minutos y para desprender los trofozoitos de la superficie, los tubos se
golpearon suavemente. Las amibas fueron cosechadas por centrifugacién a 300 RCF durante
5 minutos a 4° C, posteriormente se decant6 el sobrenadante y se lavaron de 1-2 veces
con PBS pH 6.8 frio y estéril repitiendo entre cada lavado el mismo programa de
centrifugacion. Los trofozoitos asi cosechados se usaron inmediatamente en los ensayos

posteriores.

Q2 Extraccion de DNA gendémico de £ histolytica
El DNA genémico (gDNA) de E. histolytica fue obtenido mediante el kit Wizard

Genomic DNA Purification (Promega) siguiendo las indicaciones del fabricante. Para ello,
4x10° trofozoitos se cosecharon como se describié previamente y se resuspendieron en 600
ul de buffer de Lisis Nuclear (Nuclei Lysis Solution). Subsecuentemente, se adicionaron 3
ul de solucién de RNasa (RNase Solution) homogenizando la mezcla por inversién de 3 a
5 veces para proceder a incubar los lisados celulares a 37° C durante 30 minutos,
terminando con una incubacién por 5 minutos a temperatura ambiente (TA) y seguido de
la adicién de 200 pl de buffer de Precipitacién de Proteinas (Protein Precipitacion
Solution). Esta mezcla se agité de manera vigorosa en vortéx e incubd durante 5 minutos
en hielo terminando con una centrifugacién de 15,000 RCF durante 4 minutos a TA. El
DNA se precipité con 600 ul de Isopropanol de grado Biologia Molecular (Sigma-Aldrich)
a TA, posteriormente se centrifugé a 15,000 RCF durante 1 minuto a TA. El gDNA
empastillado se resuspendié por inversion en 600 pl de Etanol al 70% grado de biologia
molecular (Sigma-Aldrich) a TA. Finalmente se recentrifugé la mezcla de lavado con el
ultimo programa de centrifugacién utilizado, y la pastilla de gDNA se dej6 secar poniendo

el tubo invertido sobre un papel absorbente durante 10 a 15 minutos.
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Para finalizar el protocolo se rehidraté el gDNA con 25-50 ul (de acuerdo al tamafio
de la pastilla) de agua estéril libre de nucleasas (Pisa) la cual fue incubada previamente
durante 60 minutos a 65° C. El gDNA se cuantificé en un NanoDrop Lite (Thermo
Scientific) y se determind el rendimiento y la pureza obtenida mediante la relacién de
absorbancia a 260/280 nm. La integridad del gDNA se corroboré mediante electroforesis
en un gel de Agarosa al 1.5% en buffer TBE o TAE 0.5X, tediido con 100 pg/mL de BrEt
y revelado en el fotodocumentador Gel Doc XR (Bio-Rad).

Q3 Cultivo de £scherichia coli DHDa

Las bacterias transformadas que se emplearon en este trabajo se cultivaron en
condiciones de esterilidad en medio LB (Sigma-Aldrich) o LB-Agar (Sigma-Aldrich)
suplementados con ampicilina 100 pg/mL (Sigma Aldrich). La cepa se mantuvo en placas
de agar LB y cuando se requiri6 fueron expandidas en medio LB e incubadas
ON a 37° C con agitacién constante (200 rpm en una incubadora (New Brunswick
Scientific) con agitacién. Los cultivos se cosecharon en fase logaritmica (O.D 0.1-0.5) y se
empastillaron por centrifugacién a 19,000 RCF durante 5 minutos a 4° C, al concluir el
programa de centrifugacién se decant6 el sobrenadante. Las bacterias asi cosechadas se

usaron para purificar los diferentes pldsmidos generados en este trabajo.

Q.4 DiseAo de oligonucledtidos para amplificar el arreglo [G5-“] de
£ histolytica

Para llevar a cabo la amplificacién del arreglo [GS“C], el cual tiene un tamafio de 813
pb y el gen que codifica para el tRNA de la Glicina, se obtuvo la secuencia a partir del
ndmero de acceso BK005662 de la base de datos GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Los oligonucleétidos especificos se disefiaron

para amplificar dos regiones que flanquean el gen del tRNA de Gly, las cuales tienen un
tamafio de 277 y 465 pb (Fig. 16), a cada oligonucleétido sintetizado se le adicionaron los
sitios de restriccién (5'Xba [—//—Xho 1 3’) (Tabla 1). El disefio de los oligonucleétidos
fue corroborado in  siico con ayuda del software Primer-Blast de NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), para determinar si los oligonucleétidos
formaban estructuras secundarias se utilizé el software Multiple Primer Analyzer de
ThermoFisher (https://www.thermofisher.com/mx/es/home/brands/thermo-
scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-

library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html).
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277 bp 465 bp

274F

03_21152_21964 CTATTTTACTTTTATACTACTATTTTACCTTTATATTCCTATTTTATTCCTATACTACTATTTTACCTTTATATTCCTATTTTATTCCTATACTACTATT
1 10 20 30 40 50 60 70 80 90

03_21152_21964 TTATTCCTATATTCCTATTTTATTCTTATACTACTATTTTATTCCTATACTACTATTCGACTATTCTCTCCTGTTTATCTATACACTACTTTCCTACTAT
101 110 120 130 140. -150 160 70 180. .190

03_21152_ 21964 AGTACTTTCCTATTCTACTACTTTACTACTTTACTACTTTACTATTCGTTTATTTCCTGTETATCTATACACTATAAGCACTTGTGGTCCAATGGTATGA

03_21152_219¢64 CGTATCCCTGCCACGGATGRGRCCCGGGTTCGITTCCCGGCAAGTGCAGTTTTTATGCTCTTATCCTTlTGTATTAbeCCTTTTIGRCTIAAAATATAT
301 310 320 330 340 350 360 370 380. .390

03_21152_21964 CATCTATACTATATATATATTTATATTATACCTTATGTATATATTATTATCTTATGCCTTATTCACTTCTACTTTTATCTTATTATACTTATACCTCTTC
401 410 420 430 440. -450 460 470 480. .4%0

03_21152_ 21964 TTATTCTCTITATGTATACTTCCTCTCTTTATCCTTATATATCTTATATCTTACTTTTTACTTCTTACTTTATATATCATATCATCTTACTTTATATATC
501 510 520 530 540 550 560 570 580 590

03_21152_21964 lTATCTTACTTTlGlTTAThTATCTTACTTTlGlTThTAThTCTTACTTTlGLTTAThTATCTTATATCTT!TCTCTT!TCTCTTATCTCTTATATGTTT

03_21152_21964 ATAACTTTATATGTTTATGTGTTAGACTCCTTATTATTATCT
7

—
03_21152 21964 TACCTATATACTA
80 810.

TCTCACTTATTATTCCCTTTTATATCTTACTATGTATATCTTCTATATACTACTATTT
30....... T40.......750....... 760

Isocoros realizado por el M. en C. Helios Cardenas Herndndez.
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Figura 16. Arreglo
genbémico para el
tRNA [GE] de E.
histolytica. En el
panel superior se
muestra la
organizacién  del
arreglo de tRNA
[GSCC] de Glicina.
En el  panel
inferior se indican
con flechas los
sitios de

alineamiento  de

los oligonucleétidos diseriados para la amplificacién de los fragmentos de 813 y 277 pb. La secuencia codificante

del tRNA estd marcada con la barra a partir del nucleétido 277 hasta el nucleétido 347. Tomado del anélisis de

Q.41 Amplificacion y purificacion del arreglo [G5“Y] de £ Aistolytica

La amplificacién del arreglo [GEC“] se llevé a cabo mediante PCR punto final. Como
molde se utilizaron 100 ng de gDNA de E. Aistolytica, 10 pM de los oligonucledtidos
especificos, 10 mM de cada ANTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 4.0 mM de MgCl,, 0.5x
buffer GoTaq, 1U de Taq Polimerasa (Promega), en cbp 50 ul. La amplificacién se realizé
en el GeneAmp(R) PCR system 9700 thermal cicler (Applied Biosystems), empleando el
siguiente programa: 95° C de desnaturalizacién inicial seguido por 28 ciclos de 95° C de
desnaturalizacion; la temperatura de alineamiento para el fragmento de 277 pb fue de 57° C
(Fig. 17.) mientras que para el arreglo de 813 pb fue de 55° C (Fig. 17), finalmente ambos
fragmentos se extendieron a 72° C. Para corroborar que los productos de PCR tenian el
tamano esperado, estos se resolvieron por electroforesis en un gel de agarosa al 2.5% en
buffer TBE o TAE 0.5X, tefiido con 100 pg/mL de BrEt y revelado en el fotodocumentador
Gel Doc XR (Bio-Rad).

Figura 17.
Programas de
amplificacién
empleado
para la
obtencién de

los diferentes

.

. fragmentos

del  arreglo

[GECC]. En A se muestra la temperatura de alineamiento especifica para amplificar el fragmento de 277 pb. En

B se muestra la temperatura de alineamiento especifico para amplificar el fragmento de 813 pb.
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.42 Clonacion de los diferentes fragmentos del arreglo [GY] de £
histolytica en el vector pCRR)2 T-TOPO®R)
Los amplicones de 813 y 277 pb del arreglo [G®CC] fueron purificados mediante el kit

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Para ello, se adicioné a la reaccion de PCR un volumen de solucién de unién a
la membrana. Las mezclas se transfirieron a una columna e incubaron a TA durante 1
minuto. Posteriormente se centrifugaron a 16,000 RCF durante 1 minuto a TA, al concluir
el programa se desech¢ el sobrenadante y se adicionaron 700 pl de solucién de lavado de
la membrana complementada con etanol repitiendo el mismo programa de centrifugado.
Este dltimo paso se repitié una vez mds con 500 pl de solucién de lavado de la membrana
y una centrifugacién de 5 minutos. Al concluir se centrifugé sin tapa la columna durante 1
minuto para eliminar el etanol residual. Para la elucién se transfiri la columna a un tubo
de polipropileno de 1.5 mL (Axygen) estéril e incub6 con 50 pl de agua libre de nucleasas
(PiSA) durante 1 minuto a TA, eluyendo el producto de PCR mediante centrifugacién
16,000 RCF durante 1 minuto a TA.

Para clonar los fragmentos del arreglo [G9““] los amplicones se sometieron a un ciclo
de poliadenilacién adicional en el cudl se agregé 1U de Taq polimerasa (GoTaq, Promega)
en lx buffer GoTaqg, 10 mM dATP a 72° C durante 10 minutos. La clonacién se llevé a
cabo en el vector pCR(R)2.1-TOPO(R) (Fig. 18) del kit TOPO TA Cloning (R)
(Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante. Para ello se emplearon 4 pl del
producto de PCR recién poliadenilado, 1 ul de solucién de sal (1.2 M NaCl; 0.06 M MgCL,)
y 1 pl del vector PCR(R)2.1-TOPO(R), la mezcla se homogenizé e incubé durante 5

minutos a TA.
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Tabla 1

Secuencia de nucleétidos empleados para amplificar distintas regiones del repetido telomérico STR [GSCC]

Pl LONGITUD ™ TAMANO DEL
CLAVE = SECUENCIA (5'»3) Y * % %
(5>3) EN PB OPTIMA AMPLIFICADO
Xbal 1 29
274F + CTATTTTACTTTTATACTACTATTTTACC 29 20.69
T|CTAGA © (©
57 C 277 pb pre tRNA.Gly
Xhol 247 274
274R - TAGTGTATAGATAGACAGGAAATAAACG 28 32.14
C|ITCGAG A (O
Xbal 349 378
465F + CTTTTTATGCTCTTATCCTTATGTATTATG 30 26.67
T|CTAGA © ©
55° C 465 pb post tRNA.Gly
TAGTATATAGGTAAAATAGTAGTATATAGAA  Xhol 782 813
465R - 32 21.88
G C|ITCGAG A (O
Xbal 1 29
274F + CTATTTTACTTTTATACTACTATTTTACC 29 20.69
TICTAGA C) (© — 813 pb, Fragmento
165R TAGTATATAGGTAAAATAGTAGTATATAGAA  Xhol 39 782 813 2188 completo
G CITCGAG A (© '
~ (Polaridad de la cadena molde). * (Base inicial en el molde).
3< (Sitio de corte). % (Base final en el molde).



Para la transformacion de células competentes £. coli DH5 a TOPI10, se adicionaron los 6 ul de
la mezcla de la reaccién de ligacién a 50 pl de células competentes [comerciales (Chem. Competent
o preparadas en el laboratorio con RbCl)], la mezcla fue homogenizada e incubada en hielo durante
30 a 60 minutos, seguido por un choque térmico a 42° C sin agitaciéon. Las células transformadas
fueron recuperadas en 250 pl de medio S.O.C. (Invitrogen) precalentado a 37° C e incubadas
durante 60 minutos a 37° C con agitacién constante (200 rpm). Pasado el tiempo de recuperacién

se homogenizé el contenido del vial y se sembré en placas de agar LB las placas fueron
incubadas ON a 37° C.

R T T YT

(lac operator] B lac operator]
Xbal (295) Xbal (295)

Xhol (623)
Xbal (635)

¢

[} Xbal (1114) e
pTOPO_[GSCC]813 & wmr XhoI (1159) pTOPO_[GS¢C]277
2 Xbal (1171) 4220 bp

4756 bp

"Omoter 0Z°%

,
g

Figura 18. Mapa del Vector de clonacién pCR(R)2.1-TOPO(R) con los distintos fragmentos del arreglo [GESC] clonados.
Ambas construcciones contienen dos genes de resistencia a diferentes antibiéticos, el primero a Neomicina/Canamicina y
el segundo a Ampicilina; se muestra ademas el sitio ORI asi como los sitios de clonacién. En A se muestra la construccién
pTopo_[GECC]813 obtenida para el fragmento de 813 pb. En B se muestra la construccién pTopo_[GSC]277 obtenida para

el fragmento de 277 pb. Los pldsmidos se dibujaron con el programa SNAPgene software (https://www.snapgene.com).

Q.5 Extraccion de DNA plasmidico

Para obtener el DNA plasmidico (pDNA) se emplearon dos procedimientos distintos los cuales
variaron de acuerdo con el grado de pureza del pDNA que se requiriera. Para los ensayos de
restriccion se empled el método de extraccidén descrito por Lezin'®. Para ello, se pic6 una colonia y
se 1nici6 con 2-3 mL de cultivo de las bacterias transformadas en fase de crecimiento logaritmico,
las cuales fueron cosechadas tal y como se describié previamente. Posteriormente se adicionaron 0.3
mL de buffer de extraccién para resuspender la pastilla, la mezcla se transfirié a un tubo de

polipropileno de 1.5 mL (Axygen) estéril seguido de una incubacién de 5 minutos a 65° C.
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Posteriormente se centrifugé a maxima velocidad durante 10 minutos a TA, esto permiti6 la
formacion de dos fases, una acuosa y transparente y una segunda fase viscosa la cual se retiré con
un mondadientes estéril. Consecutivamente, se recuperé la fase acuosa y se adicionaron 250 ul de
isopropanol absoluto grado de biologia molecular (Sigma-Aldrich) y se homogenizé por inversion.
Para terminar de precipitar el pDNA se centrifugd la mezcla a 4,600 RCF durante 10 minutos a
4° C, y el pDNA empastillado se lavé con 600 ul de Etanol al 70% grado de biologia molecular
(Sigma-Aldrich) a 4° C. Subsecuentemente se recentrifugd la mezcla con el dltimo programa de
centrifugacion utilizado, el lavado concluyé con el secado de la pastilla sobre un papel absorbente
durante 10 a 15 minutos. Finalmente, el pPDNA se rehidraté con un volumen especifico (25-50 ul)
de acuerdo a la pastilla de agua estéril libre de nucleasas (PiSA) la cual fue incubada previamente
durante 60 minutos a 65° C, una vez bien resuspendido el pDNA se cuantificé en el NanoDrop
Lite (Thermo Scientific) y se determiné el rendimiento y su pureza. La integridad del gDNA se
observé por electroforesis en un gel de agarosa al 2.5% en buffer TBE o TAE 0.5X, tenido con BrEt
a 100 pg/mL y revelado en el fotodocumentador Gel Doc XR (Bio-Rad).

Para llevar a cabo los protocolos de secuenciacién tipo Sanger y la transfeccién de los pldsmidos
pKT3M, PKT3M_148140_Ox, pBackbone y pBackbone_148140_Si se requiere un pDNA con una
pureza adecuada y es por ello que se empleé el kit QIAGEN® Plasmid Purification (QIAGEN),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para ello, se crecieron las bacterias transformadas en
5 ml de medio LBAMPI y se adiciond 1 mL de las bacterias en 500 mL de medio LBAMPI%_ E] cultivo
se cosecho y fue resuspendido en buffer P1 el cual contenfa RNasa A. La lisis se favorecié mezclando
en un vortéx (VORTEX GENE 2). Posteriormente se adicioné buffer P2 homogenizando la mezcla
por inversiéon de 4 a 6 veces incubando durante 5 minutos a 25° C. Una vez concluido esta
incubacién se agregé el buffer P3, previamente incubado frio y se mezclé vigorosamente por
inversiones de 4-6 veces seguido de una incubacién en hielo (4° C). La centrifugacién siguiente se
realiz6 bajo el programa 20,000 RCF durante 30 minutos a 4° C. El pDNA se recuperd del
sobrenadante y se recentrifugd bajo el programa 20,000 RCF durante 15 minutos a 4° C, una vez
clarificado el sobrenadante se pasé por la columna QIAGEN-tip adecuada equilibrada previamente
con buffer de equilibrio QBT. Se dej6 pasar sobrenadante por gravedad y se prosiguié a lavar el
pDNA con buffer de lavado QC.
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El pDNA se eluyé con buffer de elusién QF en un tubo de polipropileno (Axygen) estéril de 15
mL, que contenia 0.7 volimenes (respecto al volumen eluido) de Isopropanol absoluto de grado
biologia molecular (Sigma-Aldrich) seguido del programa de centrifugacién >15,000 RCF durante
30 minutos a 4° C. La pastilla se lavé con Etanol al 70 % de grado biologia molecular (Sigma-
Aldrich) para concluir con una centrifugacién de >15,000 RCF durante 10 minutos a TA, el pDNA
se dejé secar de 5 a 10 minutos (hasta que la pastilla fuera transparente) y se rehidraté en un
volumen apropiado de 25-50 ul de agua estéril libre de nucleasas (PiSA) la cual fue incubada
previamente durante 60 minutos a 65° C. Una vez bien resuspendido el gDNA se cuantificé en el
NanoDrop Lite (Thermo Scientific) y se determiné el rendimiento y su pureza. La integridad del
gDNA se observo por electroforesis en un gel de Agarosa al 1.5% en buffer TBE o TAE 0.5X, tefiido
con BrEt a 100 pg/mL y revelado en el fotodocumentador Gel Doc XR (Bio-Rad).

Q.21 Restriccion de pDNA

Una vez determinada la concentracién y la integridad del pDNA, para determinar si los
plasmidos contenian los insertos de 813 y 277 pb , los mismos se cortaron con las enzimas de
restriccién Xbal, Xhol o Smal (New England Biolabs) dependiendo del fragmento y la construccién
plasmidica a analizar (Tabla 2). Para las reacciones de restriccién se empleé un Mix que contenia
buffer CutSmart 1x (New England Biolabs), BSA 0.1 pg/ul, agua libre de nucleasas cbp 49 ul y
finalmente se adicioné 1 U/ul de enzima. La mezcla fue homogenizada con vértex (VORTEX GENE
2), posteriormente se agregé a tubos de polipropileno de 1.5 mL (Axygen) 1 ug de pDNA, y se aforé
a 50 pl con el Mix preparado anteriormente, seguida de la incubacién del tratamiento a la
temperatura respectiva para cada enzima (Tabla 2) en bafio maria durante 16 horas. Para finalizar
se corrobord la digestion por electroforesis en un gel de agarosa al 2.5% en buffer TBE o TAE 0.5X,

tefiido con BrEt a 100 pg/mL y revelado en el fotodocumentador Gel Doc XR (Bio-Rad).
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Tabla 2

Enzimas empleadas para la Restriccién de las construcciones plasmidicas.

. Nebbuffer. Temperatura | Temperatura Construccién
Clave Sitio de Corte ) o *
1.1 | 2.1 ‘ 3.1 | CutSmart Optima Inactivacién A ‘ B ‘ C ‘ D
5 TICTAGA:-3’ 65° C
Xbal <10%  100% 75% 100% 37 C _ S =
3---AGATCIT:--5’ 20 minutos
5-+-CITCGAG---3 65" C
Xhol 75% 100% 100% 100% 37 C . = * * * *
3--GAGCTIC+-5’ 20 minutos
5::-CCC |GGG---3’ 65° C
Smal <10% <10%  <10% 100% 25 C _ - - x K
3---GGG|CCC-+-5 20 minutos

A= pTopo_[G#*] 813; B= pTopo_[G&*] 277; C= Pkt3 148140 Ox; D = Backbone 148140_Si

Q.52 Secuenciacion del pDNA de las clonas candidatas

Para corroborar que las construcciones obtenidas no contuvieran mutaciones, los pldsmidos que
resultaron ser positivos para el ensayo de restriccion fueron expandidos y preservados como se
mencioné con anterioridad, posteriormente se purificé el pPDNA como se indic6 previamente. Para
la secuenciacién de los fragmentos se utilizé el BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems / Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
ello, se secuenciaron ambas cadenas de dos clonas positivas para cada fragmento, usando un
oligonucleétido especifico, la primera reaccién se realizé con el oligonucleétido Sentido mientras que
la segunda fue hecha con el oligonucleétido Antisentido (Tabla 3). Cada reaccién tenia como
templado 500 ng de pDNA, 100 nM de oligonucledtido especifico, 2 pl de BigDye"TM Terminator
v1.1 5x Sequencing buffer para una concentracién final de 0.5x, 4 pl de BigDye"TM Terminator
v3.1 Ready Rection (Applied Biosystems), cada mix fue aforado con agua libre de nucleasas y estéril
a 20 pl. Las muestras fueron sometidas a las condiciones de amplificacion recomendada por el
fabricante (Fig. 19) en el termociclador GeneAmp(R) PCR System 9700 (Applied Biosystems). Una
vez concluido el protocolo, la reaccién se purificé mediante el DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen), de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para ello, la resina de la columna provista por el kit fue
homogenizada mediante vortéx o agitacién manual, este procedimiento se llevd a cabo con la tapa
ligeramente abierta para evitar la formacién de vacio, una vez homogenizada la resina la proteccion
inferior fue retirada manualmente y con cuidado de no tocar la boquilla recién expuesta se deposité
la columna en el tubo colector incluido en el Kit, paso seguido por una centrifugaciéon a 750 RCF
durante 3 minutos a TA. Una vez concluida la centrifugacion el tubo colector fue desechado y la

columna se introdujo a un tubo de polipropileno de 1.5 mL (Axygen) estéril, los 20 ul de la reaccién
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de secuenciacién se depositaron lentamente por el centro, en oscuridad, sin tocar la resina, la
reaccion fue sometida inmediatamente al mismo programa de centrifugaciéon que se aplico
anteriormente, el eluido se secd al vacio en un Concentrador (EPPENDORF, concentrator 5301)
durante 45 minutos a 45° C o 20 minutos a 60° C, y al concluir el secado se conservé a -20° C
protegido de la luz. Para llevar a cabo la secuenciacion se resuspendié el pDNA y se inyecto la
muestra en el secuenciador Applied Biosystems de acuerdo a las indicaciones del fabricante. La
secuencia obtenida se analiz6 mediante el programa BioEdit para comprobar la calidad de la
secuencia obtenida, posteriormente se realizé una bisqueda por homologia empleando el programa
Blastn  para  determinar la  identidad de la  secuencia en la  base datos
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PAGE_TYPE=BlastSearch). Finalmente, se realiz6 un

alineamiento multiple de la secuencia obtenida y la secuencia reportada en la base de datos

empleando ClustalW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) para concluir se evidenciaron los

nucledtidos conservados mediante BoxShade (https://embnet.vital-it.ch/software/BOX_form.html).

Los plasmidos asi analizados que contenian los fragmentos de 813 y 277 pb se denominaron
pTOPO_[Ge<]_813 y pTOPO_[G#] 277 y se amplificaron, purificaron y guardaron a -20 C.

Tabla 3
Oligonucleétidos empleados para la secuenciacién tipo Sanger de las construcciones plasmidica

Clave Polaridad Secuencia (5'>3") Constru(?cién

Secuenciada.
274Fw + CTATTTTACTTTTATACTACTATTTTACC pTopo [GSCC] 277pb
274Rv - TAGTGTATAGATAGACAGGAAATAAACG pTopo [GECC] 277pb
274F + CTATTTTACTTTTATACTACTATTTTACC pTopo [GSCC] 813pb
465R - TAGTATATAGGTAAAATAGTAGTATATAGAAG  pTopo [GSC] 813pb

148140Fw + GCGCGTTCTCAAATACAACC pKT3M.148140.0x

148140Rv - GTTCAGAGGCTGCAGGAAGT pKT3M.148140.0x
148140Fw + GCGCGTTCTCAAATACAACC pBackbone.148140.5i
148140Rv - GTTCAGAGGCTGCAGGAAGT pBackbone.148140.5i
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Q.6 Proteina recombinante rkhTRF-like | para los ensayos DPIFELISA
indirecto

En el laboratorio se contaba con la proteina recombinante EnTRF-like I la cual estaba congelada
a -20° C en buffer de elucién (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl y 500 mM Imidazol) Es por ello
que para los ensayos de ELISA, rEh TRF-like I fue dializada a través de una membrana de didlisis
de celulosa regenerada de grado estdndar (SPECTRUM) de poro 7 (50,000 Da) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante, empledndose la relacién ImL : 1cM (Volumen de Proteina:
Longitud de Membrana). La membrana se lavé durante 30 minutos con agua desionizada y estéril a
TA con agitacién suave (50 rpm) al concluir el lavado se sellé un extremo (5 mm) con las pinzas de
seguridad para dialisis (SPECTRUM). Se adicioné el volumen de proteina a dializar cuidadosamente
a la membrana, al concluir la deposicién de la proteina se sellé el extremo faltante del sistema (3-5
mm) con una pinza de seguridad para la didlisis. La membrana fue incubada durante 4 horas a 4° C
en agitacién baja (20 rpm) en una parrilla con agitacién (Corning Company) en 1L de buffer de
Recambio [25 mM Tris-HCL; 30 mM NaCl] , con la finalidad de que el sistema estuviera totalmente
suspendido en el medio se emple6 un contrapeso de Mercurio. Al concluir las 4 primeras horas de
incubacién se remplazé el buffer de Recambio con un litro nuevo y se dej6 ON a 4° C en agitacion
baja (20 rpm). Al dia siguiente se hizo un nuevo cambio de buffer y se dejé durante 4 horas mas, al
concluir la didlisis se verificé la integridad de la proteina mediante un gel de poliacrilamida SDS-
Page al 15%.
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Q.7 Ensayos de interaccion de DNA-Proteina (DPD-ELISA indirecto

Para el DPI se realizé la variante de ELISA indirecto, se estandarizé con concentraciones
crecientes de dsDNA (25 ng/ul, 50 ng/ul, 100 ng/pl, 250 ng/ul, 500 ng/ ul, 1 ug/ul y 4 pg/pl) diluido
en 50 pl de buffer de unién como se ha descrito previamente'™. Para ello previamente se hibridaron
en buffer TM a 95° C durante 5 minutos los siguientes oligonucle6tidos: 1)HuTR (el cual
corresponde a un oligonucleétido de 34 pb que contiene la secuencia candnica telomérica humana
(TTAGGG), como control positivo); 2) EhTR (correspondiente a un oligonucleétido de 42 pb que
contiene una secuencia derivada del arreglo [NK] de E. Aistolytica, (TTAGTATT)4), 3) ERTR-2 (el
cual corresponde al oligonucledtido de 32 pb que contiene una secuencia derivada del arreglo [R™"]
de E. histolytica, (TTATATGT),); 4) Eh-NonRel (que corresponde a un oligonucledtido que
contiene 27 pb de la regién codificante gen EHI_165450 de E. histolytica); 5) el fragmento [GOCC]
de 277 (que corresponde al fragmento que contiene las secuencias STR que se encuentran 5 rio
arriba del gen que codifica para el tRNA de Gly); 6) el fragmento [G°“] de 813 (correspondiente
al fragmento de 813 pb el cual incluye el arreglo completo que contiene el gen que codifica para el
tRNA de Gly y las secuencias STR) Posteriormente los diferentes fragmentos se fijaron en placas
de 96 pozos pretratadas para unir 4cidos nucleicos (catdlogo CLS2503, Corning Company) (Fig. 20).
Para ello, se incubd la placa y el dsDNA a 50° C en un horno de hibridacién (Amershan Bioscience)
con agitacién ON, al concluir la incubacién se retir6 el sobrenadante y se fij6 el DNA en la placa
aplicando 3,200 pJ/cm? en un horno de radiacién UV (STRATALINKER) como se ha descrito con
anterioridad por Nagata et al'®®. Posteriormente, la placa se bloque6 con 200 pl de solucién de
bloqueo de DNA a 4° C, ON, en una parrilla con agitacién media (100 rpm) (Corning Company).
Al dia siguiente se retir6 la soluciéon con un movimiento enérgico sobre papel absorbente y los pozos
se lavaron tres veces durante 5 minutos con 200 pl de buffer TE-100 a TA en un rotador serolégico
(LW Scientific) a velocidad media-alta (150 rpm). A continuacidn, se adicioné a cada pozo 25 pl de
la proteina rEhTRF-Like I y extractos totales en una relacién 1 : 3 (Proteina : DNA) resuspendidas
en buffer de Binding (BDG 1X) e incubé durante 20 minutos a 4° C en una parrilla con agitacién
media (100 rpm) (CORNING). Al concluir la incubacién se retir6 el sobrenadante y se lavaron los

pozos como se explicd anteriormente.
La interaccion DNA : Proteina se incub6 a 4° C, ON, en una parrilla con agitaciéon media

(100 rpm) con 200 pl buffer de Bloqueo de Proteina, al concluir la incubacién se retird el

sobrenadante y los pocillos se lavaron tal cual se explicé en pasos anteriores.
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A continuacién, se incubé durante 60 a 90 minutos los pozos con 100 pl de la buffer de Ab-
primario o His (que reconoce el tag de Histidinas que est4 acoplado a la rEhTRF-like I) o a ERTRF-
like IIT (que reconoce un péptido diferencial para la proteina; N-CNKQKVQPQVSQPH-C) a TA en
un rotador serolégico (LW Scientific) a velocidad media (100 rpm) posteriormente se lavaron los
pocillos e incubaron durante 60 minutos a TA en un rotador serolégico (LW Scientific) a velocidad
media (100 rpm) en total oscuridad con 100 pl de buffer de a-IgG acoplado a HRP . Finalmente,
se lavé cada pozo como se describié e incubé cada pocillo durante 30 minutos con 200 ul de OPD
(sigma) diluido en amortiguador de citratos a TA en un rotador serolégico (LW Scientific) a

velocidad media (100 rpm) en total oscuridad, al concluir se leyé la placa en un lector de ELISA
(BIO-TEK) a 450nm.
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Figura 20. Esquema de la placa del ensayo DPI-ELISA indirecto. Para los ensayos de unién a dsDNA la interaccién se llevd
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a cabo en placas de 96 pozos tratadas para la unién a DNA. Las columnas 1-6 representan los ensayos en donde se empled
la proteina rEhTRF-like I revelados con el anticuerpo a -His, mientras de las columnas 7-12 representan los ensayos en
donde se emplearon los extractos totales revelados con el anticuerpo a -EhTRF-like III. Para cada ensayo se empleé un

control positivo de ensayo ELISA que incluyo a la proteina rEhTRF-like I revelado con el anticuerpo a -EhTRF-like 1.

Q.8 Transfeccion de £ histolytica

Para llevar a cabo los ensayos funcionales se transfectaron 8x10° trofozoitos los cuales se
sembraron en placas de 6 pozos (Corning) y se incubaron a 37° C en una incubadora con 8% de
CO; durante 1 h para permitir que se adhirieran al menos el 80% de las células. Posteriormente, se
retiré el medio TYI-S33 complementado y se dio un primer lavado con medio TYI-S33 basal
entibiado previamente. Se preparé la mezcla de transfeccion la cual contenia 20 pg de pDNA, 100

ul de medio TYI-S33 basal y 20 ul de Superfect Lipofectamine (Qiagen).
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La mezcla fue homogenizada totalmente con vortéx e incubada a 37° C durante 10 minutos.
Posteriormente terminada esta incubacién se mezclé la solucién con 800 pl de medio TYIS-33
completo. Esta mezcla se adicioné a la monocapa suave y homogéneamente e incubd por un periodo
de 4 horas. Para favorecer la disgregacion de los complejos DNA-Lipofectamina la placa se agité
gentilmente de manera oscilante cada 30 minutos, esta ultima incubacién se realizé en la incubadora
con 8% de CO,. Para finalizar el protocolo se enfri6 la placa tal y como se explicé anteriormente, y
se recuperaron los trofozoitos sometidos al tratamiento de transfecciéon en tubos de vidrio con 12
mL de medio TYI-S33 complementado y tibio; se permitié la recuperacion de las células durante 24
a 48 horas y una vez que se observara una monocapa (= 90% de confluencia) se comenzé con la
seleccién con concentraciones crecientes de 1 pg/ pl hasta 20 ug/ul de antibiético G418, puesto que
los plasmidos empleados para las construcciones contienen un gen de resistencia a neomicina (Fig.
21). Una vez establecidas las clonas transfectantes se cultivaron para determinar la inhibicién o la
sobreexpresion a nivel transcripcional y traduccional mediante ensayos de RT-PCR e

Inmunodeteccion o bien para los ensayos funcionales.

Figura 21. Mapa de los
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para la sobreexpresién
del gen EHI 148140 el
cual estd clonado entre
los sitios de corte Smal,
Xhol; ademas se muestran los promotores especificos de amiba: actina (Pro. ACT) el cual permite la expresién del gen de
neomicina, y los promotores especificos de amiba cisteina sintasa (Pro. CS) que permite la expresién del gen del gen
clonado ademés de la etiqueta de afinidad 3Myc. En B se muestra la construccién plasmidica empleada para el
silenciamiento del gen EHI 148140 el cual estd clonado entre los sitios de corte Smal y Xhol asociado a un fragmento de
132 pb que permite su silenciamiento. Ambas construcciones contienen un gen de resistencia a Neomicina y un gen de

resistencia a Ampicilina. Los pldsmidos se dibujaron con el programa Bio-render software (https://biorender.com).
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QO Extraccion de RNA total

Cuando se tuvieron los trofozoitos transfectantes en la presion de seleccion deseada se llevd a
cabo la extraccién de RNA total de las diferentes cepas transfectantes y de trofozoitos WT. El RNA
total fue extraido mediante TRIzol Reagent (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para ello, 4x10° trofozoitos fueron cosechados como se especificé previamente y resuspendidos en 1
mL de TRIzol Reagent (Invitrogen) una vez homogenizada la solucién adecuadamente se transfirié
a tubos de 1.5 mL de polipropileno (Axygen) estériles y fueron procesadas inmediatamente (o bien
se almacenaron a -80° C por no mas de un afio). La mezcla de TRIzol se incubé durante 15 minutos
a TA, al concluir la incubacién, a cada tubo se le adicionaron 200 ul de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (Sigma-Aldrich) y se agité la mezcla vigorosamente hasta conseguir un tono rosa pastel
(no més de 15 segundos). Posteriormente, la solucién se centrifugd a 12000 RCF durante 15 minutos
a4° C, al concluir el ciclo de centrifugaciéon se obtuvieron las tres fases tipicas la extraccién, la fase
acuosa (superior) en donde se encuentra el RNA total, la fase organica (intermedia) en donde estin
depositadas las proteinas y DNA y la fase inorganica, residuos quimicos utilizados para la extraccién.
Una vez recuperado el RNA las dos fases residuales fueron almacenadas a -20°C por no mas de un
ano o procesadas al dia siguiente para la obtencién de DNA o Proteinas. El RNA se deposité en un
tubo 1.5 mL de polipropileno (Axygen) estéril de manera tal que no se contaminara con biomoléculas
y componentes de las otras fases, dichos tubos contenian 500 pl de isopropanol absoluto de grado
biologia molecular (Sigma-Aldrich) por cada mL de TRIzol usado, posteriormente se incubé6 ON o
hasta por 96 horas (para mejorar el rendimiento) a -20° C, una vez concluido el proceso de
precipitacién el RNA se centrifugd a 12000 RCF durante 10 minutos a 4° C, la pastilla resultante
se lavé adecuadamente con 1 mL de etanol al 75% de grado biologia molecular (Sigma-Aldrich) por
cada mL de TRIzol usado. Inmediatamente después se recentrifug6 la mezcla a 7500 RCF durante
5 minutos a 4° C al concluir la centrifugacién la pastilla se secd sobre papel absorbente durante 10
minutos a TA. Al concluir el secado la pastilla fue resupendida en 25-100 ul de agua DEPC, incubaba
previamente durante una hora a 65° C. El RNA obtenido fue cuantificado mediante NanoDrop Lite
(Thermo Scientific) y se determind el rendimiento y su pureza. Del eluido total 10 ug de RNA
fueron sometidos a un tratamiento con DNasa I (Promega) y se verificé la integridad por
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% en buffer TBE o TAE 0.5X, durante 10 minutos, tefiido
con 100 pg/mL y revelado en el fotodocumentador Gel Doc XR (Bio-Rad).



QO1RT-PCR

Para los ensayos de expresiéon génica se empleé el ensayo de RT-PCR tiempo final con el kit
ThermoScript™ RT-PCR System (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello,
se desnaturalizé durante 5 minutos a 65° C 500 ng/ul de RNA libre de DNA, 10 mM de cada dNTP
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 10 uM de Oligonucledtidos especificos (Tabla 3), en cbp 12 pl.
Durante el tiempo de desnaturalizacién se prepararon las reacciones necesarias para la sintesis de
cDNA, en un tubo de polipropileno de 1.5 mL (Axygen) estéril se mezclé buffer de sintesis de cDNA
5X, DTT 0.1M, RNaseOUT™ 40 U/ul, agua DEPC y ThermoScript™ RT (15 U/ul). El mix fue
homogenizado y se mezclaron 8 pl en cada reaccién, las muestras se trataron bajo el siguiente
programa 60 minutos a 55° C, 5 minutos a 85 ° C terminado este periodo se agreg6 a cada reaccion
1pl de RNase H e incub6 a 37° C durante 20 minutos, el 10% del cDNA obtenido de este paso se
utilizé para la amplificacién mediante PCR. Para ello se empleé la DNA Taq Polimerasa (Promega)
siguiendo las instrucciones del fabricante para ello, ademas del cDNA se utilizaron 10 mM de cada
dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 10 uM de oligonucledtidos especificos, 4.0 mM de MgCl,, 0.5x
buffer GoTaq, 1U de Taq Polimerasa (Promega), en cbp 50 ul . La amplificacién se realizé en el
GeneAmp(R) PCR system 9700 thermal cicler (Applied Biosystems), bajo el programa de 95° C de
desnaturalizacién inicial seguido por 28 ciclos de 95° C de desnaturalizacién; la temperatura de
alineamiento fue de 55° C, 72° C de extensién y 72° C de extensién final (Fig. 22). Para corroborar
que la expresién del gen EHi_148140 se observaron los productos de PCR mediante electroforesis
en un gel de agarosa al 2.5% en buffer TBE o TAE 0.5X, tefiido con 100 ug/mL de BrEt y revelado
en el fotodocumentador Gel Doc XR (Bio-Rad).

TABLA 3
OLIGONUCLEOTIDOS EMPLEADOS PARA RT-PCR
CLAVE Polaridad ~ Secuencia (5'>3’) Talla del amplicon.
EHI 148140 FW | + GCGCGTTCTCAAATACAACC 69 pb.
EHI 148140 RV | - GTTCAGAGGCTGCAGGAAGT 69 pb.
RIB40S FW + ATTCGGAAATAGAAGAGGAGG 69 pb
RIB40S RV = ACTAATTCTTCCAAGCTTGGT 69 pb
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Q1O Obtencion de extractos proteicos totales
Para la obtencién de los extractos totales se emple al reactivo TRIzol (Invitrogen) de acuerdo

a las recomendaciones del fabricante. Para ello, solo la fase orgénica (intermedia) fue recuperada en
un tubo de polipropileno de 1.5 mL (Axygen) estéril el cual contenfa 300 pl de etanol absoluto de
grado biologia molecular (Sigma-Aldrich) por cada mL de TRIzol usado para la extraccién. La mezcla
fue homogenizada mediante inversiones e incubada durante 2-3 minutos a TA, terminado el periodo
de incubacién se centrifugd la mezcla a 2000 RCF durante 5 minutos a 4° C. El sobrenadante fue
recuperado en un tubo de polipropileno de 15 mL (Axygen) estéril el cual contenfa 1.5 mL de
isoporpanol absoluto de grado biologia molecular (Sigma-Aldrich) por cada mL de TRIzol utilizado,
la mezcla fue incubada durante 10 minutos a TA e inmediatamente se centrifugd a 12000 RCF
durante 10 minutos a 4° C. La pastilla obtenida fue lavada con 2 mL de buffer de lavado [0.3 M
hidroclururo de guanidina; 95% etanol grado biologia molecular] por cada mL de TRIzol usado; el
lavado se mantuvo de 3 dias a una semana a 4° C para mejorar el rendimiento. Al concluir este
periodo se centrifugd la mezcla a 7500 RCF durante 5 minutos a 4° C, la pastilla se sometié a 2
ciclos de lavados con buffer de lavado con incubaciones de 20 minutos a TA y sometida al mismo
ciclo de centrifugado. Posterior, al tercer lavado, la pastilla fue resuspendida con 2 mL de etanol
absoluto de grado biologia molecular (Sigma-Aldrich) e incubada durante 20 minutos a TA, para
finalizar se centrifugé la mezcla a 7500 RCF durante 5 minutos a 4° C, la pastilla se secé de 5 a 10

minutos.
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Para la solubilizacién de las proteinas se empleé el buffer de Resuspensién [62.5 mM lauril
sarcosinato de sodio; 1% SDS]; 95% etanol grado biologia molecular] incubado previamente a 50° C,
una vez resuspendida la pastilla por completo se centrifugd la mezcla a 10,000 RCF durante 10
minutos a 4° C. El sobrenadante se recuperé en tubo de polipropileno de 1.5 mL (Axygen) estéril.

Las proteinas obtenidas fueron alicuotadas y almacenadas a -20° C hasta su uso.

Q1O 1Cuantificacion de los extractos proteicos totales y la proteina
recombinante rkhTRF-like |

Para determinar el rendimiento de proteinas obtenido mediante TRIzol (Invitrogen) se
cuantificé mediante el método de Bradford (Bio-Rad), de acuerdo con las sugerencias del fabricante.
Para ello, a partir de un stock de 10 mg/mL de BSA (marca) disuelta en agua desionizada y estéril
se obtuvo la curva estidndar con las siguientes concentraciones 2 mg/mL; 1.5 mg/mL; 1.0 mg/mL;
0.5 mg/mL y 0.25 mg/mL de BSA. Una vez obtenida la curva estdndar se diluy6 el Reactivo de
Bradford (Bio-Rad) en una relacién 1:4 y se filtré con ayuda de una pirinola con una membrana de
papel Whatman #1 protegido de la luz. Subsecuentemente las muestras y la curva estindar fueron
analizadas por triplicado. En placas de pozos montables (E.I.W.A) se pusieron 10 ul de muestra o
curva estdndar y se le adicionaron 200 ul del reactivo de Bradford (Bio-Rad) recién preparado la
mezcla se incub6 durante 5 minutos a TA, en caso de que se formaran burbujas fueron eliminadas

con ayuda de una aguja. Al concluir la incubacién la placa se leyé en un lector de ELISA a 595 nm.

Q102 Hectroforesis SDS-PAGE de los extractos proteicos totales y la proteina
recombinante rEnTRF-like |
La integridad de las proteinas se observd mediante un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al

15%. Para ello 30 pg/mL de proteinas fueron resuspendidas en buffer de carga 10X [1M Tris-HCL;
50% glicerol; 10% SDS; 1% azul de bromofenol] con 10% f -mercaptoetanol, se hirvieron durante
5 minutos. La electroforesis se realizé con buffer de corrida 1X [0.125M Tris base; 0.96 M glicina;
0.5% SDS] suficiente bajo las condiciones siguientes 20 minutos a 70 Volts. Al concluir este periodo
se aument6 el voltaje a 100 Volts durante 100 minutos. Al concluir la electroforesis se tifié un gel
durante 2 horas con Azul de Coomassie (Bio-Rad), posteriormente se destiid con solucién
desteniidora hasta que quedaran marcadas las proteinas solamente, un gel “espejo” sin tincién fue

transferido a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) de 0.22 um.
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Q103 Transferencia ¢ inmunodeteccion de la proteina EnTRF like |
La electrotransferencia de las proteinas se realizé en la cdmara semiseca Turbo Blot (Bio-

Rad) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para ello, se monté el sistema de transferencia
de la siguiente manera Anodo > papel filtro (Bio-Rad) > Membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) » Gel
de poliacrilamida > papel filtro (Bio-Rad) >Cétodo (Fig. 23), ademds todos los materiales utilizados
para el ensayo fueron incubados en buffer de transferencia frio durante 5 minutos y se asegurd que
durante el montaje permanecieran ligeramente himedos. Para llevar a cabo la transferencia de las
proteinas se aplicd una corriente eléctrica de 20 Volts con amperaje constante por 20 minutos. Una
vez concluido el protocolo de transferencia se desmontd el sistema y cuidadosamente se transfirid
la membrana de nitrocelulosa a un recipiente con fondo plano e incubé durante 5 minutos con rojo
de Ponceau. Al terminar la tincién se decant6 el colorante y se lavé la membrana con agua
desionizada estéril hasta lograr ver la tincién de las proteinas. Para la inmunodeteccién la
transferencia se sometié a un proceso de bloqueé de 60 minutos a 37° C con buffer de bloqueo
[PBS 1X; tween 20X; leche descremada], al concluir se lavé rapidamente con buffer de lavado [PBS
1X, Tween 20X] e incubé ON a 4° C en un rotador serolégico (LW Scientific) a velocidad media
(100-200 rpm) con buffer de bloqueo nuevo. Al finalizar el bloqueo la membrana se lavé
vigorosamente durante una hora con 6 cambios de buffer de lavado, los primeros dos cambios a los
15 minutos, los subsecuentes dos cambios cada 10 minutos y los cambios finales cada 5 minutos. Al
concluir el proceso de lavado se incubd la membrana ON a 4° C en un rotador serolégico (LW
Scientific) a velocidad media (100-200 rpm) con los anticuerpos primarios, diluidos en buffer de
anticuerpo. Posteriormente, se lavé la membrana con el mismo programa de lavado descrito
anteriormente con la buffer de lavado. Al finalizar se incubd la membrana durante 60 minutos a
37° en un rotador serolégico (LW Scientific) a velocidad media (100-200 rpm) con un anticuerpo
secundario «a-conejo acoplado a peroxidasa de rdbano (HRP) (Jackson Inmune Research) disueltos
buffer de anticuerpo secundario. Al concluir la incubacién se lavé nuevamente la membrana como
se describié anteriormente y se adicioné 500 pl de sustrato Luminata Forte HRP (Merck Millipore)
y se incubé durante 5 minutos para inmediatamente revelar la luminiscencia en el equipo ChemiDoc

MP (Bio-Rad) con periodos de 1 hasta 100 segundos de captura.
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Q1 Tratamientos genotdxicos de los trofozoitos de £ Aistolytica
Como modelos de estrés oxidativo se usaron como agentes genotéxicos la radiaciéon UV y

H,O, @agentes oxidantes). Ambas condiciones ya se han usado previamente en este parésito para
inducir dano al DNA'™"B! en distintas dosis. Para ello, los trofozoitos se cultivaron y cosecharon
como se explicé con anterioridad omitiendo los lavados con PBS 1X pH 6.8. En lugar de ello se
decant6 el sobrenadante y se resuspendi6 la pastilla en medio TYI-S33 complementado precalentado
a 37° C. Los trofozoitos se cuantificaron con ayuda de una cidmara de Neubauer. Una vez
determinado el nimero de trofozoitos se colocaron 8x10° trofozoitos en placas de poliestireno de 6
pozos pretratadas para la adhesién de las células (Corning), las placas se llenaron con medio TYI-
S33 complementado, o bien se adhirieron a cubreobjetos estériles con 200 ul de medio TYI-S33
complementado. Posteriormente se incubaron por un periodo de 30 a 60 minutos en una atmosfera
con 8% CO,, una vez adheridas las células y con una confluencia = 90% se retiré el medio sin danar
la monocapa. Para la radiacién ionizante se empleé un horno de radiacién (Stratalinker) empleando
dosis de 150 uJ/cm? hasta 300 uJ/cm? Para el estimulo con estrés oxidante los trofozoitos se trataron
con medio TYI-S33 en presencia de diferentes concentraciones de H,O2: 1 mM, 2.5 mM y 5.0 mM.
Para ello, la monocapa libre de medio TYI-S33 complementado, fue incubada durante 60 minutos
con el medio TYI-S33 suplementado con las diferentes concentraciones de H,O,. Al concluir el
tratamiento se retir6 el medio con H,O,y se prepararon a los trofozoitos para andlisis experimentales

posteriores.
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Q12 Ensayos de viabilidad en respuesta a tratamientos genotdxicos

Para los ensayos de viabilidad 8x10° trofozoitos se adhirieron y trataron en placas de 6 pozos tal
y como se describié previamente. Al concluir las agresiones genotoxicas los trofozoitos se despegaron
como se indicd con anterioridad en 1 mL de medio TYI-S33 basal, e incubaron con Trypan Blue
Dye 0.4% solution (Bio-Rad) siguiendo las especificaciones del fabricante. Para ello, se
resuspendieron los trofozoitos en dilucién 1:1 (Trofozoitos: Trypan Blue), seguido de una incubacién
de 5 minutos. Para evitar que el componente dafara a las células se comenz6 la incubacién con una
diferencia de tiempo entre cada una de 10 minutos. Al finalizar la interaccién se contaron en cdmara
de Neubauer. Los trofozoitos fueron cuantificados bajo los estindares establecidos para el ensayo,
aquellos que tuvieran coloracién azul se clasificaron como trofozoitos inviables y aquellos que
tuvieran una coloracién amarillenta se clasificaron como viables. Al concluir la clasificacién se
determiné la viabilidad celular siguiendo la formula estindar de conteo celular empleada para la

cdmara de Neubauer.

Q13 Inmunolocalizacion del Aducto &-oxoG
El dafio inducido por los agentes genotéxicos se determiné mediante la deteccion del aducto

8-OxoG empleando el reactivo Avidina-FITC (Sigma-Aldrich), el cual se une se manera especifica
al 8-OxoG™2 Para ello, 8x10° trofozoitos tratados con los agentes genotdxicos fueron fijados en
cubreobjetos como previamente se explicd. Al concluir con el estimulo genotéxico, la monocapa fue
tratada con etanol absoluto (Sigma-Aldrich) de grado biologia molecular (mantenido a -20° C)
durante 30 minutos a -20° C, posteriormente los trofozoitos se lavaron dos veces con 1 mL de buffer
de lavado a 37° C adicionada gota a gota por la pared, evitando el contacto directo con la monocapa.
Inmediatamente después de los lavados se adicioné 1 mL de RNasa A (100 ug/mL, Sigma-Aldrich)
e incubd 30 minutos a 37° C en una cdmara himeda. Posteriormente los trofozoitos se lavaron para
adicionar 1 mL de buffer de NH,Cl [50 mM NH.CIl; 1X PBS] e incubé como se describi6
previamente. Al concluir, los trofozoitos se bloquearon con 1 mL de buffer de bloqueo con la
temperatura y tiempo anterior. Al concluir el bloqueo la monocapa se traté con 50 pl de Avidina-
FITC durante 60 minutos a 37° C en cdmara himeda. Al finalizar se adicionaron 50 pl de «-
EhTRF-like III disuelto en el buffer de Anticuerpo-Primario y se incubé en oscuridad, en una cdmara

himeda a 4° C, ON (Todas las soluciones empleadas se mantuvieron a 37° C.).
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Al dia siguiente el anticuerpo primario se retiré y se lavaron los trofozoitos con 1 mL de buffer
de bloqueo, y 2 veces mas con 1 mL solucién de lavado. Al finalizar se adicioné 50 pl de a-IgG de
conejo acoplado al fluoréforo Alexa 546 en buffer de Ab-secundario y se incubé durante 60 minutos
a 37° C en completa oscuridad en una cdmara humeda, al finalizar los cubreobjetos se lavaron 3
veces con 1 mL de buffer de bloqueo y 2 veces mas con 1 mL buffer de lavado. Para concluir los
cubreobjetos se secaron para transferirlos a portaobjetos estériles los cuales contenian 10 ul de
VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium with DAPI (Vector Laboratories). Para ello, la
monocapa del cubreobjetos se puso lentamente en contacto con el reactivo evitando la formacién de
burbujas. Para terminar se sellaron las preparaciones con 3 capas delgadas de barniz transparente.
La inmunodeteccién fue observada en un microscopio confocal leica (SP2) perteneciente al
CINVESTAV-IPN, unidad zacatenco con ayuda de la Dra. Abigail Betanzos. Las imagenes fueron
analizadas mediante el software Las X (Leica), Image ] (National Institutes of Health), y procesadas

en Ilustrator (Adobe Systems).

Q14 Analisis Estadistico

Para los analisis estadisticos se realizaron pruebas de normalidad por cada grupo estudiado,
una vez determinada la distribucién de los datos se empleé un andlisis Gaussiano. El anadlisis de
normalidad se llevé a cabo con dos pruebas diferentes con un Intervalo de Confianza del 99%
(a=1%), el andlisis subsecuente se consideré una prueba de una cola; al concluir el primer analisis
se emple6 en dependencia del experimento una prueba de t de Studen (t pareada) de una sola cola
o una prueba de ANOVA. Todos los andlisis estadisticos experimentales fueron hechos en el
GraphPad Prism versiéon 8.2.1.
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1O Resultados

101 Seleccion. clonacion y corroboracion del arreglo [G“Y] de £ Aistolytica
Rendén-Gandarilla y col'?”. demostraron que la proteina recombinante EnTRF-like I se une a

una sonda derivada del arreglo NK1 [correspondiente a los genes de tRNA NCTT y KCTT]12% Por lo
que en este trabajo, nos propusimos determinar si las proteinas En'TRF-like se unian al arreglo
[GYCC], el cual tiene una longitud de 30,000 pb. Este arreglo, es uno de los mas largos en el genoma
de E. histolyticay ademas presenta 39 unidades de repeticién, las cuales tienen una longitud de 813
pb (Fig. 16). La secuencia del arreglo [G9“‘] se obtuvo de la base de datos GenBank, utilizando el
numero de acceso BK005662.1. A partir de esta secuencia, se disefiaron oligonucleétidos para
amplificar dos fragmentos. El primer fragmento amplificado tuvo una talla de 277 pb y corresponde
a la regién 5’ rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién del tRNA (Fig. 16, Fig. 24A). Mientras
que el segundo fragmento amplificado, fue el correspondiente al arreglo completo de 813 pb y

contiene el gen que codifica para el tRNA de Gly (Fig. 16, Fig. 24B).

Figura 24. Amplificacién de
) fragmentos del arreglo de

b M PCR57" C Control Negativo - .
’ tRNA [GECC]. A) Amplificacién
. del fragmento de 277 pb del
arreglo [Goee]. B)
Amplificacién al fragmento de
813 pb del arreglo [GSCC]. Los

fragmentos amplificados se

200 —

resolvieron por electroforesis

0,
B PCRSS G Control Negativo en un geles de agarosa al 2.5%,
Kb

tenidos con BrEt. Control

A ——— negativo de la reaccién de

813pb
’ s PCR, que no contaba con

gDNA M: marcador de talla

molecular.

0.750

Los fragmentos amplificados se clonaron en el vector TOPO-TA y las construcciones generadas
se analizaron por digestién enzimdtica. Los pldsmidos pTOPO_[G®¢C]277 y pTOPO_[GSC]813 se
sometieron a ensayos de doble digestién con las enzimas Xba /'y Xho [, liberando un fragmento de
277 pb, correspondiente a la regién 5 rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién del tRNA, o

un fragmento de 813 pb, correspondiente al arreglo completo, respectivamente (Fig. 25)
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pTopo_[6%]_277 pTopo_[6¥]_813

Colonia Colonia Colonia Color!ia Colonia Colonia
A Candidata 1 Candidata2  Candidata 3 B Candidatal  Candidata2  Candidata 3
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075 ] o — L — - <] 813pb

<] 277pb ‘ -

Figura 25. Digestién enzimatica de los plasmidos pTOPO_[GEC]277 y pTOPO_[GSCC]813. Los vectores se purificaron y
restringieron con las enzimas Xba I/Xho 1. Los productos se resolvieron por electroforesis en un gel de agarosa al 2.5%,
teftido con BrEt. A) Andlisis de las clonas bacterianas transformadas con el plésmido pTOPO_[GECC]277. B) Analisis de
las clonas bacterianas transformadas con el pldsmido pTOPO_[GC®CC]813. Control: pldsmidos sin restringir. M: marcador

de talla molecular de 1 kb.

Los fragmentos obtenidos se secuenciaron y alinearon con la secuencia reportada en GenBank
(BK005662, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), empleando el programa CLUSTALW. Los
nucledtidos conservados se marcaron empleando el software BoxShade. La secuencia del fragmento
de 277 pb perteneciente al pldsmido pTOPO_[G®C]_277, coincidié al 100% con la reportada (Fig.
26). Sin embargo, el fragmento de 813 pb de la construccién pTOPO_[GY“C] 813, present6 4

variaciones dentro de la regién del gen que codifica para el tRNA (Fig. 27). A pesar de esto,
consideramos el uso de este fragmento para nuestros subsecuentes ensayos, ya que la secuencia del
repetido tipo STR no presentd cambios. En resumen, nuestros resultados indican que las
construcciones pTOPO_[GS]_277 y pTOPO_[G®CC]_813 contienen los fragmentos esperados, por
lo que pueden ser empleados como molde para obtener suficiente DNA y llevar a cabo los ensayos
de unién a DNA.
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Figura 26.
Alineamiento de
la secuencia del
fragmento  de
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en el GenBank. La secuencia del fragmento contenido en el vector pTOPO_[GGCC]_277, se alineé con la secuencia
BK0056621-1 reportada en la base de datos GenBank, mediante CLUSTALW. Los nucledtidos conservados se evidenciaron

mediante el software Box Shade. Los nucleétidos sombreados evidencian la identidad entre las dos secuencias.
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102 Unién de las proteinas EnTRF-like con fragmentos repetidos de £ Aistolytica
Para determinar la unién de las proteinas EnTRF-like a los fragmentos de 277 pb y 813 pb

correspondientes al arreglo [GY““], se llevé a cabo un ensayo de unién a DNA tipo DPI-ELISA
indirecto. En este tipo de ensayos, ademas de contar con cantidades suficientes de los fragmentos
de 277 pb y 813 pb, se requiere de proteinas EnTRF-like, por lo se empleé a la proteina recombinante
EhTRF-like 1 y extractos de E. histolytica, en los cuales se ha descrito la presencia de proteinas
EhTRF-like'*. La integridad de la proteina rEhTRF-like I y de los extractos totales obtenidos se
determiné por medio de electroforesis desnaturalizante de SDS-PAGE al 15%. En el caso de la
proteina recombinante, se observé una banda de 50 kDa, la cual corresponde al peso predicho de
rEhTRF-like I previamente reportado'® (Fig. 28A). Mientras que el corrimiento electroforético de
los extractos totales, evidencié multiples bandas bien definidas y abundantes, las cuales corresponden
a proteinas con pesos moleculares en un rango de 20 a 250 kDa (Fig. 28B), lo cual es indicativo de

que poseen una integridad adecuada.

A B Extractos
kDa M ¢EWTRF Likel kDa M Totales
L
M o P s
Figura 28. Integridad de las proteinas empleadas en el 0
ensayo DPI-ELISA indirecto. Las proteinas se [ — <] cokDa e
resolvieron por electroforesis desnaturalizante en ‘\
50
SDS-PAGE al 15% y los geles fueron tefiidos con azul .
de Coomassie. A) Proteina rEhTRF-like I dializada, la . i
cual posee un peso molecular de 50 kDa. B) Extractos |- . - .l
proteicos totales obtenidos de trofozoitos. M: -— | -
Marcador Dual-Color de peso molecular. -
-

Con las proteinas y el DNA, se llevaron a cabo los ensayos DPI-ELISA indirecto, los cuales
mostraron que las proteinas EhTRF-like reconocen distintas secuencias o fragmentos de DNA. Es
decir, rEhTRF-like I se unié 1.6 veces mads al fragmento de 813 pb el cual corresponde a la secuencia
completa del arreglo de tRNA en comparacién a la unién que se observé con el fragmento HuTR
(1.24 veces), y mostré una unién de 0.9 veces més por el fragmento [G5C] de 277 pb y por el STR
derivado del arreglo [R™"] (EhTR-2) en comparacién al fragmento HuTR. La unién méas baja que
se observé, en comparacién al fragmento HutR se produjo con el arreglo [NK] (EhTR) con 0.5 veces
miés (Fig. 29).
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En caso de la proteina EhTRF-like III presente en los extractos totales, los resultados mostraron
que la unién por el fragmento [G®“] de 277 pb fue de 1.57 veces mayor al fragmento HuTR (1.08
unidades), la unién al fragmento [G“““] de 813 pb fue de 1.08 unidade mas que la que se observé
con el fragmento HuTR, mientras que la unién por las sondas derivadas de los arreglos [NK] y

[R™T] fue de 0.07 y 0.17 veces mayor que la unién por la sonda HuTR respectivamente (Fig. 29).

En ambos casos, la unién de las proteinas EnTRF-like a la secuencia no relacionada (Eh-NonRel)
fue casi nula, indicando su especificidad de reconocimiento. La secuencia HuTR, usada como control
positivo del ensayo, presenté un menor reconocimiento que las secuencias derivadas de los arreglos
de E. histolytica. De manera adicional, para el ensayo de ELISA se incluyé como control positivo,
solo a la proteina recombinante rEhTRF-like [, la cual es reconocida por el anticuerpo a-His, debido
al tag al que estd fusionada (Fig. 29). En resumen, estos resultados demuestran que las proteinas
EhTRF-like pueden unirse a las secuencias de DNA presentes en el arreglo tRNA de [GC]. Ademds,
se puede concluir que 11 vitro, existe un reconocimiento diferencial de las proteinas EnTRF-like por
los fragmentos de 277 pb y 813 pb y por diferentes secuencias derivadas de otros STR de los

arreglos de tRNA, encontrados en el genoma de este pardsito.
Figura 29. Ensayos de DPI-ELISA

4~ indirecto con las proteinas EhTRF-
' like de E. histolytica. El DNA se fij6
E 3- B Eh-NonRel. a una placa de 96 pozos vy
(=) = o
£ Control Positivo. posteriormente  se  agregé la
g 24 3 B HuTR. i b ik
2 L TR 2 proteina rEhTRF-like I o extractos
= B . EhTR ' totales del pardsito. Se adicioné el
2] - L = .
2 1 = = (5] 277 anticuerpo «-His (gréfica del lado
e izquierdo) o a-EhTRF-ike III
0-.. : - : B [G5C) 813, -
EhTRF-like I EhTRF-like III (grdfica del lado derecho. Eh-

NonRel: oligonucledtido de 27 pb
de la regién codificante gen EHI 165450 de E. histolytica. Control positivo: Proteina rEhTRF-like I. HuTR:
oligonucleétido de 34 pb que contiene la secuencia canénica telomérica de humano. Eh'TR-2: oligonucleétido de
32 pb con la secuencia derivada del arreglo [RTCT] de E. histolytica. EhTR: oligonucleétido de 42 pb con la
secuencia derivada del arreglo [NK] de E. histolytica. [GSC] 813: arreglo completo que contiene el gen que
codifica para el tRNA de Gly y las secuencias STR. [GSCC] 277: fragmento que contiene las secuencias STR que
se encuentran 5’ rfo arriba del gen que codifica para el tRNA de Gly. (n=6, *p<0.1, ***p<0.0001).
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10.3 Transfeccion de trofozoitos de £ Aistolytica para sobreexpresar o silencior
a la proteina EnTRF-like 1

Con la finalidad de sobreexpresar o silenciar a la proteina En'TRF-like IIl en £ Aistolytica, en
primer lugar hay que producir los pldsmido que contengan el DNA correspondiente. En el laboratorio
se contaba con los vectores: pKT-3M, que se emplea para la sobrexpresién de genes en este
pardsito'®, y pKT3M_14840_Ox, que contiene el gen completo EHI 148140 y permite la
sobreexpresion de la proteina EnTRF-like III. También se tenian los plasmidos: pBackbone, el cual
se utiliza para inhibir la expresién de genes mediante la formacién de estructuras tipo harpin que
impiden la entrada de los mRNAs al ribosoma®™, y pBackbone_148140_Si: que permite el
silenciamiento de EATRF-like 111

Con la finalidad de corroborar que estos vectores contenian el DNA deseado, se llevaron a cabo
ensayos de digestion enzimatica, los cuales mostraron que los plasmidos linearizados tenian una talla
de ~5850 pb y liberaban un fragmento de ~1382 pb o ~1500 pb, correspondiente a la longitud del
gen EHI_ 148140 y a un gen reportero de luciferasa respectivamente (Tabla 4, Fig. 30).

Tabla 4
Digesti6én de plasmidos empleados para la transfeccién de los trofozoitos de E. Aistolytica.
Construccién Talla del plasmido | Talla del Inserto
linearizado inserto.

pKT3M ~5850 - e

pKT3M_148140_Ox ~5850 ~1382 EHI_148140
pBackbone ~5850 ~1500 gen reportero luciferasa

pBackbone_148140_Si ~5850 ~1382 EHI_148140

Una vez corroborado que las construcciones contenian el fragmento de la talla esperada, las
secuencias se analizaron para determinar si correspondian a las anotadas en el GeneBank, mediante
alineamientos llevados a cabo en el software CLUSTALW. Los resultados de la secuenciacién de
las construcciones pKT3M_148140 Ox y pBackbone_148140_Si, mostraron que la secuencia clonada
no contenia cambios a nivel nucleotidico (Fig. 31). Con estos resultados concluimos que los
plasmidos con los que contdbamos contienen el gen EHI 148140 clonado y sirven para sobreexpresar
o silenciar la proteina EhTRF-like III cuando se introducen en trofozoitos mediante transfeccién.
Cabe mencionar que estos pldsmidos contienen un sitio de resistencia a neomicina, por lo que al
ser incorporados en los trofozoitos, les conferirdn resistencia a este antibiético, permitiendo la

selecciéon de parasitos que hayan integrado estos vectores.
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Cada pldsmido (20 ng de cada uno; pKT3M, pKT3M_14840_Ox, pBackbone y pBackbone
_148140_Si) se transfecté en trofozoitos (8x10°), los cuales se sometieron a seleccién con el andlogo

de neomicina G418 hasta obtener clonas resistentes en 20 pg/mL.

Figura 30. Electroforesis de los A pKT3M pBackbone
productos de la digestién de los Vacio 148140 Vacio 148140
pldsmidos pKT-3M, B . B . B . = .
& T £ T £ T £ =
pKT3M_14840_Ox, pBackbone 2 & 5 & 5 & 5 &
. o E = E 2 £ = E
y pBackbone 148140_Si. Los Kb M E g = £ E £ £ g
plasmidos obtenidos de S
colonias bacterianas - . -
100 - - —
transformadas se purificaron, - — b - < o8k
30 —|
restringieron con las enzimas 20
-— < 15kb
Smal/Xholy se resolvieron en L — -_— <] 1.32kb
un gel de agarosa al 2.5% L0 —
.. 0.75 —— | —
tefiido con BrEt. Como control, ’
. 05 — | -
cada vector se corrid sin
restringir. M: marcador de talla 02
molecular de 1 kb. Flechas: talla ¥ e y DR

esperada para los pldsmidos linearizados e insertos.

104 Expresion a nivel de RNA y proteina de EnTRF-Like lll en trofozoitos
transfectados
Los trofozoitos transfectados y seleccionados con G418, se analizaron mediante RT-PCR y

western blot para conocer la expresion de EhnTRF-like III a nivel de mRNA y proteina. Para el analisis
de RT-PCR se extrajo el RNA total de los trofozoitos de las clonas transfectantes y se resolvié en
un gel de agarosa para analizar su integridad. El gel nos permitié observar 3 bandas bien definidas
que corresponden al mRNA y a las subunidades 18s y 28s del rRNA, indicado que el RNA obtenido
tiene la integridad requerida para los ensayos de RT-PCR (Fig. 32A). Posteriormente, se realizaron
los ensayos de RT-PCR empleando oligonucledtidos especificos para el gen EHI_ 148140, los cuales
amplifican una regién interna de 69 pb. Como control de carga se emplearon oligonucleétidos
especificos para el gen Rib40s, los cuales amplifican una region interna de 140 pb. En estos ensayos
se incluyé ademds un control negativo de la RT-PCR donde no se usé la enzima RT, el cual permitié
corroborar que no existe contaminacién de gDNA. Los fragmentos amplificados en la PCR se
resolvieron en un gel de agarosa y correspondieron a la talla esperada para los genes EHI_148140 y

Rib40s. Ademds, se observd que la poblacién de trofozoitos transfectados con el pldsmido
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pKT3M_148140_Ox presenté un incremento en la cantidad de amplificado, comparada con los
trofozoitos transfectados con el vector vacio pKT3M (Fig. 32B). En tanto que los parasitos
transfectados con la construccién pBackbone 148140 Si, disminuyeron la cantidad de amplificado,
en comparacién con los trofozoitos que contienen al vector vacio pBackbone. Las bandas de los
amplificados se cuantificaron por densitometria, normalizando los valores respecto a la expresion del
gen Rib40s. Los resultados corroboraron los hallazgos observados en el gel de agarosa, demostrando
que las diferencias fueron estadisticamente significativas (Fig. 32C).
EHI_148140
pBackbone_148140_Si
pKT3M_148140_Ox
EHI_148140

pBackbone_148140_Si
pKT3M 148140 Ox

EHI_148140
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EHI 148140
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pKT3M_148140_Ox

EHI_148140
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pKT3M 148140 Ox

EHI_148140
pBackbone_ 148140 Si
pKT3M_148140_Ox

EHI 148140
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Una vez determinados los cambios a nivel transcripcional del gen EHI 148140 en los
trofozoitos transfectantes, corroboramos el aumento o disminucién de la proteina EnTRF-like III por
medio de inmunodeteccién. Con la finalidad de corroborar la integridad de las proteinas y la
homogeneidad en la carga, los extractos totales extraidos de trofozoitos transfectados se resolvieron
un gel de acrilamida SDS-PAGE al 15% de y se tifieron con azul de Coomassie. El gel mostré una
serie de bandas bien definidas, con un peso molecular que va desde los 10 a los 250 kDa, en todos
los extractos proteicos analizados (Fig. 33A). De manera paralela, se corri otro gel, el cual fue
transferido a una matriz de nitrocelulosa para llevar a cabo la inmunodeteccién con el anticuerpo
a -EhTRF-like III. Los resultados del western blot revelaron dos bandas de 50 y 75 kDa, donde la
banda de 50 kDa corresponde al tamarfio teérico reportado para la proteina EnTRF-like III y la banda
de 75 kDa podria deberse a modificaciones postraduccionales previamente reportadas para esta
proteina'®. Ademds, claramente se observa que en los trofozoitos transfectados con la construccién
pKT3M_148140_Ox, hay un incremento de estas bandas, en comparaciéon con los trofozoitos
transfectados con el plasmido vacio pKT3M (Fig. 33B), coincidiendo con los cambios encontrados
a nivel transcripcional. Mientras que las proteinas provenientes de los trofozoitos transfectados con
la construccién pBackbone_148140_Si mostraron una disminucién de las bandas, con respecto a las
observadas en los trofozoitos transfectados con el vector vacio pBackbone. Como control de carga
para la inmunodeteccidon, se empled a la proteina ERPCNA con un peso de ~29 kDa, cuya banda
presenté una intensidad homogénea en todas las condiciones empleadas, indicando que los cambios
en EhTRF-like III se deben al efecto de la transfeccién con las distintas construcciones plasmidicas
(Fig. 33C). Con la finalidad de hacer cuantitativas las diferencias observadas, se llevaron a cabo
andlisis densitométricos de las bandas inmunodetectadas y determinamos estadisticamente que
EhTRF-like III se sobreexpresa alrededor de ~4.6 veces en los trofozoitos con pKT3M_148140_Ox,
en tanto que esta proteina disminuye ~20 veces en los pardsitos con pBackbone_148140_Si (Fig.
33D). Como control adicional se analizaron trofozoitos sin transfectar (HM1:IMSS), los cuales
exhibieron una cantidad de EnTRF-like III similar a la de los controles con los pldsmidos vacios. En
resumen, podemos afirmar que fuimos capaces de generar clonas de trofozoitos transfectados que

sobreexpresan y tienen disminuida la cantidad de EnTRF-III, a nivel de mensajero y de proteina
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Figura 32. Anilisis del transcrito
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10.5 Viabilidad celular de trofozoitos transfectados durante dos tratamientos
genotoxicos
10.9.] Tratamiento con radiacion UV

En los trofozoitos transfectados, determinamos el efecto de diferentes dosis o concentraciones

de los agentes genotdxicos UV y H,O,, sobre la viabilidad celular En primer lugar, observamos que
el tratamiento de UV, disminuyé significativamente la viabilidad de los trofozoitos controles
(transfectados con los pldsmidos vacios), de una manera dosis dependiente. De manera interesante,
observamos que los pardsitos que sobreexpresaban EhTRF-like III no disminuyeron su viabilidad a
ninguna de las dosis de UV empleadas (Fig. 34). En cambio, los trofozoitos que tenfan disminuida
la expresién de EhTRF-like III, presentaron una viabilidad reducida con respecto a la intensidad del
dafio, como mencionamos anteriormente £. Aistolytica exhibe una alta tolerancia por el estrés
oxidativo esto en gran medida estd asociado a su patogénesis, sin embargo £. dispar presenta una
menor tolerancia por diversos genotoéxicos, por lo que decidimos determinar cémo se comportaba
esta cepa no patdgena en nuestro andlisis. Particularmente, al aplicar una dosis de 150 pJ/cm?de
UV, los trofozoitos con poca expresiéon de la proteina EnTRF-like III redujeron su viabilidad en un
239%%0.3%, al comparar el resultado con el observado en la cepa no patégena E. dispar, se observo
que se comportaban de la misma manera ya que ante el mismo agente disminuyeron su viabilidad
en un 21%+1% (Fig. 34). En cambio, al someter a estos trofozoitos (pBackbone 148140 _Si y £
dispar) a un estimulo de 300 uJ/cm? la viabilidad celular decayé en un 73%+8% y 47+7%,

respectivamente (Fig. 34).

150

o
= 100- , ., 1
,_g L - I [ HMTL:IMSS.
=] l pKT3M Vaclo,
—% 50 l B pKT3M_148140_0OX.
= B pBackbone 148140 Th,
' pBackbone_Vacio.
0 Z dispar.
& .
& L&
&Q\ Q\\‘Q \\‘\}L
Figura 34. Viabilidad celular de QQQ& & o

trofozoitos de £E. histolytica
transfectados y no transfectados de E. dispar durante el tratamiento con radiacién UV. La viabilidad de trofozoitos (8x10%)

tratados con dos diferentes dosis de radiacién UV, se estimé mediante azul tripano (*p<0.1, ** p<0.01, ***p<0,001).
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1052 Tratamiento con HoOo

También se evalué la viabilidad de trofozoitos transfectados sometidos a diferentes
concentraciones de H,O, (1, 2.5 y 5.0 mM). Estas concentraciones afectaron de manera dependiente
la viabilidad de los trofozoitos control (Fig. 35). Al igual que cuando los parésitos se trataron con
UV, la sobreexpresién de la proteina EnTRF-like III evit6 el dano en la viabilidad celular, producida
por las diferentes concentraciones de H,O,, observiandose una ligera disminuciéon no significativa
del 3% =£2%, con respecto a la viabilidad de los trofozoitos sin tratamiento. En el caso de los
trofozoitos que tenfan silenciada la expresion de la proteina EhTRF-like III, se observé una
disminucién en su viabilidad celular del 38% *2%, 46% *1% y 83%* 1% al ser tratados con 1, 2.5
y 5 mM de H,O,, respectivamente. De manera consistente con los datos observados anteriormente
en los trofozoitos de E. dispartratados con UV, las dosis crecientes de H,O, mostraron una reduccion
de la viabilidad celular en 3620.3%, 48% *2% y 75% *0.7%, respectivamente (Fig. 35).

150+ Figura 35. Determinacién

de la viabilidad celular de
trofozoitos transfectantes,
1007, . HM1:IMSS
Y ‘ ' de la cepa E. histolytica y
& L A KT3M-Vacio. .

. I P e de E. dispar frente a HoO2,

50 i g m  pKT3M_148140_Ox.
pBackbone_148140_Si.
»

8x104—trofozoitos fueron

Viabilidad (%).

tratados con diferentes
pBackbone_Vacio.

concentraciones mM de

0 E. dispar.
' \l\\ é\\ @ H20:, la viabilidad celular
(}0@“\ A& %93‘4‘\ \Gg@ se estimé mediante azul
O‘b\' «2\9% Q»Oq)& &Oﬂu tripano (**** p<0.0001).
el >

Con estos resultados se puede sugerir, que la sobreexpresion de la proteina EnTRF-like III protege
de alguna manera a los trofozoitos del dafio genotéxico producido por la UV y el H,O,, en cambio

la disminucién de su expresion, vuelve mds susceptibles a los parasitos a estos agentes.

10.6 Formacion del aducto 8-oxoG en respuesta a los tratamientos
genotoxicos en trofozoitos transfectantes.

10.60.1 Condiciones basales

Se sabe que los tratamientos genotéxicos (UV y H,O,) producen dafio al DNA; formando el

aducto 8-0x0G, que puede ser detectado mediante avidina-FITC!?,
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En este trabajo evaluamos el efecto de la sobreexpresiéon o silenciamiento de la proteina
EhTRF-like III, en la formaciéon del aducto 8-oxoG producido por los tratamientos genotoxicos antes
mencionados. En primer lugar, analizamos la formacién del aducto mediante microscopia confocal
en trofozoitos transfectados en condiciones basales. Las imdgenes de microscopia evidencian que el
aducto 8-0xoG solo se formo en los trofozoitos que tiene disminuida la expresién de EnTRF-like I11;
es decir que no se observé tincion de avidina-FITC en los trofozoitos transfectados con los vectores
vacios, ni con el pldsmido pKT3M_148140_Ox (Fig. 36). Al cuantificar la intensidad de fluorescencia
correspondiente al aducto, se observé que los trofozoitos controles y que sobreexpresan EhTRF-like
[I, presentaron valores de 0.3£0.2 unidades de fluorescencia; mientras que los trofozoitos

silenciados exhibieron en 0.940.4 veces mds aducto 8-oxoG, con respecto al control (Fig. 39).

En estas mismas preparaciones observamos la localizacién de la proteina EnTRF-like III
mediante el empleo del anticuerpo especifico a-EhTRF-like III. Esta proteina presenté una
localizacién en el nucleo de los trofozoitos del control, pero se incrementé significativamente en este
organelo y en el citoplasma de los parasitos que la sobreexpresan; mientras que disminuy6 claramente
en los trofozoitos silenciados (Fig. 36). De manera interesante, estos pardsitos con poca EhnTRF-like

[l presentaron nucleos ovalados.

Figura 36. Localizacién del
aducto 8-0xoG y de la
proteina Eh'TRF-like III en
trofozoitos  transfectados.
Inmunofluorescencia,

empleando el anticuerpo
anti-EhTRF-like 11
acoplado a  Alexa-546
(rojo). Adicionalmente, la
formacién del aducto se
detecté con avidina-FITC
(verde). Los nucleos se
tileron empleando DAPI
(azul). La morfologia de

los trofozoitos se observd

mediante campo  claro
(PhC). Las preparaciones se analizaron mediante microscopia confocal. Cabezas de flecha: nticleos con morfologfa nuclear

y la presencia del aducto 8-0xo0G.



10.62 Tratamiento con radiacion UV
10621 Tratamiento con 150 pl/cm? de radiacion UV

Los trofozoftos control (pKT_3M y pBackbone) tratados con 150 uJ/cm? presentaron, como era
de esperarse, el aducto 8-oxoG (Fig. 37) en 05%+0.3 y 14+0.3 veces, respectivamente, en
comparacién con los trofozoftos no transfectados (Fig. 39). En estas células, el aducto co-localizé
con EhTRF-like III en ciertas regiones nucleares (Fig. 37). De manera interesante, los parésitos que
sobreexpresan a la proteina En'TRF-like Il y que fueron sometidos a este mismo tratamiento, no

exhibieron tincién de avidina-FITC (Fig. 37).

En cambio, el estimulo de 150 uJ/cm? de radiacién UV sobre los trofozoitos silenciados, produjo
un aumento en la intensidad nuclear del aducto 8-oxoG (Fig. 37). La cuantificacién de la
fluorescencia indicd que dicho incremento fue de 1.28+0.2 veces, con respecto al control sin
tratamiento (Fig. 39). La morfologia nuclear de estos trofozoitos también se vio afectada, pues se
observé la formacién pequernias estructuras tipo microntcleos, las cuales co-localizaron con la

formacién del aducto 8-oxoG (Fig. 37).

hC DAPI EhTRF-like III 8—oxoG Merge

= ‘) : : Figura 37.

;f' 5 ) x Localizacién del

a , z aducto 8-0x0G y

o # de la proteina

EhTRF-like 1III

él en trofozoitos

= transfectados  y

E tratados con 150

EI nJ/cm? de

= radiacién ~ UV.

Trofozoitos

zl transfectados  y

—;i tratados con 150
=

uJ/cm? de

radiacién UV, se

EHI

sometieron a
inmunofluorescencia, empleando el anticuerpo anti-EhTRF-like 11l acoplado a Alexa-546 (rojo). Adicionalmente, la
formacién del aducto se detectd con avidina-FITC (verde). Los ntcleos se tifieron empleando DAPI (azul). La morfologia
de los trofozoitos se observé mediante campo claro (PhC). Las preparaciones se analizaron mediante microscopia confocal.

Cabezas de flecha: ntcleos con morfologia ovalada y con la presencia del aducto 8-oxoG.
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10622 Tratamiento con 30O ul/cm? de radiacion UV

En el caso de los trofozoitos tratados con 300 pJ/cm? de radiacion UV, se observé que la
formacién del aducto 8-0xoG se intensificé tanto en los trofozoitos controles y en los que tenian
silenciada la expresion de la proteina EnTRF-like III. En estos trofozoitos, se observé el incremento
del numero de microntcleos y también se observé que algunos de los pardsitos estaban rotos y con
presencia de dafno en el citoplasma, sugiriendo que no toleraron el estrés inducido por la radiacién

y se produjeron rupturas en su DNA.

Por su parte, a esta dosis de UV, se pudo detectar la formacién del aducto 8-oxoG en los
pardsitos que sobreexpresaban a la proteina EhTRF-like IIl. Cabe mencionar que en todos los
trofozofitos transfectados, EnTRF-like III co-localizé con el aducto 8-oxoG (Fig. 38). La cuantificacién
de fluorescencia confirmé lo observado en las imdgenes de microscopia confocal, indicando un
incremento en la formacién del aducto 8-oxoG de 6.5+ 0.5 veces en los trofozoitos silenciados, de

1.1£0.2 veces en los parasitos control y de 0.2+0.04 veces en trofozoitos que sobreexpresan EhTRF-
like IIT (Fig. 39).

En resumen, podemos decir que el estimulo de UV produjo un dafio importante en los
trofozoitos, especialmente en los que tenfan disminuida la expresién de la proteina EnTRF-like 111,
donde increment6 la formacién del aducto 8-oxoG. En concordancia, cuando esta proteina se

sobreexpresa, parece que de alguna manera protege al DNA y casi no se forma el aducto.
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Figura 38.
Localizacién del

aducto 8-0xoG y

pKT_3M

de la proteina g
EhTRF-like 1III

en  trofozoitos

transfectados  y
tratados con 300
1J/cm? de
radiacion UV,

Trofozoitos

EHI_148140_ox

transfectados  y

_Si

tratados con 300
nJ/cm? de

radiacién UV, se

148140

EHI_

sometieron a

DAPI EhTRF —like 111

O —0X0L

Merge

inmunofluorescencia, empleando el anticuerpo anti-EhTRF-like III acoplado a Alexa-546 (rojo). Adicionalmente, la

formacién del aducto se detecté con avidina-FITC (verde). Los nicleos se tifieron empleando DAPI (azul). La morfologfa

de los trofozoitos se observé mediante campo claro (PhC). Las preparaciones se analizaron mediante microscopia confocal.

Cabezas de flecha: micronucleos.

Figura 39. Cuantificacién de la
formacién del aducto 8-oxoG
en trofozoitos transfectados y
tratados con radiacién UV.
Cuantificacién de la
fluorescencia de EhTRF-like
[T (canal rojo con A =546 nm)
y de avidina-FITC (canal verde
con A =494 nm), observada en
las imagenes de microscopia
trofozoitos
transfectados con pKT_3M
(control), pKT3M_148140_Ox

(sobreexpresién) o

confocal de

pBackbone_148140_Si (silenciamiento) y tratados con diferentes dosis de radiacién UV. (n=30; ***p<0.001).
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10.6.3. Tratamientos con HoOn
10.63.1. Tratamiento con 1T mM de HoOo

El tratamiento de los trofozoitos transfectados con H;O, produjo un efecto similar al
observado por la radiacién UV, ya que en pardsitos controles y con la expresion de la proteina
EhTRF-like III disminuida (Fig S1), y ademds tratados con 1 mM de peréxido, se observé la
formacién del aducto, el cual co-localiz6 con EnTRF-like III. La formacién del aducto fue mayor en
los trofozoitos silenciados, comparado con los controles y ademas los nucleos presentaron una
morfologia ovalada (Fig. 40 y 43). La fluorescencia de la avidina-FITC incrementé en 1.3+0.2 y
5.25+0.7 veces, en los trofozoitos control y silenciados, respectivamente (Fig. 43). Aparentemente,
los trofozoitos que tienen sobreexpresada a la proteina EhTRF-like III y tratados con esta

concentracién de H,O,, no presentaron al aducto 8-oxoG (Figs. 40 y 43).

) e .
DAPI EhTREF - lik Merge Figura 4.

Localizacién del
aducto 8-0x0G y de la
proteina EhTRF-like
Il en trofozoitos
transfectados y
tratados con 1 mM de
Hz0s. Trofozoitos
transfectados y
tratados con 1 mM de
H>0O3, se sometieron a
acoplado a Alexa-546

(rojo). Adicionalmente, la formacién del aducto se detecté con avidina-FITC (verde). Los nicleos se tifieron empleando

3M

pKT

EHI_148140_ox

inmunofluorescencia,

empleando el

anticuerpo anti-

148140_5i

EHI

DAPI (azul). La morfologia de los trofozoitos se observé mediante campo claro (PhC). Las preparaciones se analizaron

mediante microscopia confocal. Cabezas de flecha: micronicleos.

10.6.32 Tratamiento con 2.5 mM de HoOn

En los trofozoitos donde la expresion de la proteina EnTRF-like 111 estaba silenciada y que fueron
tratados con 2.5 mM de H;O,, se incrementé la presencia del aducto 8-oxoG en el nucleo, co-

localizando con EhTRF-like I1I.
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Esta cantidad fue mayor que la observada en los trofozoitos tratados con una dosis menor de
H;0,. En cambio, los trofozoitos control tratados con esta dosis presentaron el aducto en la misma

proporcién que a 1 mM H,O, (Fig. 41).

Los cambios en la morfologia nuclear también fueron mdas evidentes en los trofozoitos
silenciados, ya que se observé la formacién de 4 estructuras tipo micronucleos, asi como la presencia
del aducto en el citoplasma. De manera similar, en los trofozoitos control se identificaron
micronucleos, aunque de menor tamano y con la presencia de la proteina En'TRF-like 111, la cual co-

localizé con el aducto 8-oxoG (Fig. 41)

Los datos cuantitativos confirmaron que la intensidad de avidina-FITC correspondiente al
aducto, fue de 7.04*£1.6 y 1.3%0.3 veces en los trofozoitos con baja expresion de EhTRF-like 111 y
control, respectivamente (Fig. 43). Es relevante mencionar que a estos niveles de H,O», casi no se
formé el aducto 8-0xoG en los trofozoitos con sobreexpresiéon de EnTRF-like III (Fig. 41), mostrando

una cantidad de fluorescencia de 0.2+0.1 veces (Fig. 43).

Figura 41. Localizacién
del aducto 8-0x0G y de la
proteina EhTRF-like III

en trofozoitos

3M

pKT_

transfectados y tratados
con 25 mM de H20..
Trofozoitos transfectados

y tratados con 2.5 mM de

H2O2, se sometieron a

inmunofluorescencia,

SHI_148140_ox

D

empleando el anticuerpo
anti-EhTRF-like 111
acoplado a Alexa-546

(rojo). Adicionalmente, la

formacién del aducto se

detecté con avidina-FITC

EHI_148140_Si

(verde). Los nucleos se
tifieron empleando DAPI (azul). La morfologia de los trofozoitos se observéd mediante campo claro (PhC). Las

preparaciones se analizaron mediante microscopia confocal. Cabezas de flecha: microntcleos.
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10.6.3.3 Tratamiento con O mM de HoOo

En trofozoitos tratados con una concentracién de 5 mM de H,O, se localizd al aducto 8-oxoG
en el nicleo y de manera interesante en “focis” extranucleares, en ambos casos co-localizando con

EhTRF-like III. Los micronicleos también fueron evidentes en estas condiciones (Fig. 42).

En los parésitos silenciados el aducto se formé en mayor cantidad que la observada a dosis
menores (Fig. 42), presentando una intensidad de 10.5%0.3 veces (Fig. 43). Los trofozoitos control
mostraron un enriquecimiento del aducto 8-oxoG de 2.6 £0.1 veces, comparado con el observado a

dosis menores (Fig. 43).

El incremento del aducto 8-0xoG en los trofozoitos que sobreexpresaban a la proteina fue ligero,
pero significativo (1+0.2 veces) (Figs. 42-43). En resumen, encontramos que los trofozoitos con una
baja expresién de EnTRF-like Il son mas susceptibles al dafio producido por el H,O; de una manera
dosis dependiente; en cambio, cuando esta proteina se sobreexpresa, casi no se produce el aducto
8-0x0G, sugiriendo que EhTRF-like III participa de manera importante en la proteccién contra

agentes genotdxicos, especificamente durante el mantenimiento telomérico de E. histolytica.

PhC DAPI EhTRF-like I11 %0 Merge

Figura 42. Localizacién
del aducto 8-0x0G y de
la proteina EhTRF-like

III en  trofozoitos

3M

pKT

transfectados y tratados
con 5 mM de H:O:

Trofozoitos

transfectados y tratados
con 5 mM de H:20s, se

sometieron a

EHI_148140_ox

inmunofluorescencia,

empleando el

anticuerpo anti-
EhTRF-like I11
acoplado a Alexa-546

(rojo). Adicionalmente,

EHI_148140_Si

la formacién del aducto se detecté con avidina-FITC (verde). Los nicleos se tifieron empleando DAPI (azul). La morfologia
de los trofozoitos se observé mediante campo claro (PhC). Las preparaciones se analizaron mediante microscopia confocal.

Cabezas de flecha: micronucleos.
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Figura 43.
40—
Cuantificacién de la 0

formacién del
aducto 8-0xoG en 30
trofozoitos
transfectados y 20—
tratados con H2Oa.
Cuantificacién de la 1o
fluorescencia de ' . IL B EhTRE-like 1L
EhTRF-like 111 - - _ mm N | .
(canal  1ojo  con 015 - . Aducto 8-0x0G.

1=546 nm) y de e
i

Intensidad de Senal

avidina-FITC (canal Eaagie a\i’"Q 6\@% & & é@

N
verde con =494 &9
nm), observada en Control I mM 2.5 mM 5 mM

las  imégenes de
microscopia confocal de trofozoitos transfectados con pKT_3M (control), pKT3M_148140_Ox (sobreexpresién) o
pBackbone_148140_Si (silenciamiento) y tratados con diferentes dosis de H2Oz. (n=30; ***p<0.001).

Il Discusion
E. histolytica es un pardsito cuyo genoma se encuentra secuenciado en su totalidad; sin
embargo, hasta ahora no se han identificado secuencias teloméricas canénicas, lo cual no significa

que el organismo carezca de telémeros™!'®.

Al respecto, Clark et a/ han identificado que
aproximadamente el 10% del genoma estd conformado por arreglos que contienen secuencias
repetidas tipo STR, las cuales flanquean a genes que codifican para tRNAs. Estos arreglos varian en
tamano de 490 a 1775 pb y contienen de 1 a 5 genes tRNAs y diferentes secuencias repetidas de
tipo STR con tamanos variables que pueden llegar hasta los 30,000 pb. Se ha propuesto que dichas

regiones pueden encontrarse en zonas subteloméricas o que incluso sean secuencias teloméricas!''®!%,

En otros organismos parésitos unicelulares como 7rypanosoma brucer, las regiones
codificantes para rRNA, las cuales estan flanqueadas por repetidos polimérficos, se han asociado con
regiones subteloméricas™. De la misma manera, en el caso de Dictyostelium discoideum se ha
observado la presencia de elementos palindrémicos extracromosomales asociados a rRNA, los cuales
también estidn presentes en las regiones terminales de los cromosomas™®. En otros pardsitos como
Plasmodium falciparum, las regiones asociadas a telémeros (TAS) estan enriquecidas en secuencias
ricas en A:T (709)'%.
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En la mayoria de los organismos, la regién telomérica tiene un alto contenido de G:C, en
cambio E. histolytica posee un enriquecimiento de A:T a lo largo de su genoma. Ademds, este
pardsito posee una alta eficiencia para sintetizar bases complementarias durante dafios oxidativos'®.
De manera que las regiones asociadas a tRNA, ricas en A:T, podrian funcionar como regiones
estructurales terminales en los cromosomas de £. Aistolytica. La alta heterogeneidad presentada por
los arreglos asociados a tRNA’s no es exclusiva de este parasito, pues también se ha visto en
Leishmania braziliensis, donde obedece a eventos de recombinacién'!. Por lo que podemos inferir

que estas regiones tipo STR asociadas a tRNA’s podrian funcionar como telémeros en E. Aistolytica.

Por otra parte, se ha reportado en el genoma de E. hAistolytica una secuencia de 32 pb que
es reconocida por la proteina rEhTRF-like I. Esta secuencia se deriva del arreglo NKI, el cual
presenta una talla de 1006 pb y esta asociado a los genes codificantes para el tRNA de asparagina
(Asn®TT) y para Lisina (LysT")?. EnTRF-like I es homélogo de la proteina HsTRF1'%, por lo que
se propone que podria tener un papel similar, participando en la funcién telomérica de E. Aistolytica.
Es por ello, que en este trabajo nos planteamos como objetivo determinar si las proteinas rEhTRF-
like I y EhTRF-like III pueden reconocer otras secuencias repetidas derivadas de los arreglos tipo
STR asociadas a tRNA’s. Después del andlisis de los multiples arreglos reportados por Clark et al
se eligi6 el arreglo [GSCC], ya que contiene al gen que codifica para el tRNA de Gly, posee una

longitud de ~30,000 pb y presenta 39 unidades de repeticién (813 pb cada una)''®.

Empleando el ensayo DPI-ELISA indirecto demostramos que las proteinas EhTRF-like I y
EhTRF-like III son capaces de reconocer diferencialmente a los distintos fragmentos empleados.
EhTRF-like I se uni6 preferentemente al arreglo tipo STR asociado al tRNA de Gly; mientras que
EhTRF-like III se unié de manera preferente a la parte del arreglo tipo STR, que no contenia ningin
gen de tRNA. Estas diferencias pudieran ser relevantes, ya que en Homo sapiens se ha descrito que
la afinidad de HsTRF1 y HsTRF2 por la secuencia telomérica presenta distintas constantes de
disociacién de 2.0x107 M y 7.5x107 M, respectivamente, indicando que la afinidad de HsTRF1 por
la secuencia telomérica es mayor, en comparaciéon con HsTRF2'". La diferencia en las constantes
de disociacién podria estar relacionada con la funciéon que cumple cada proteina en la region
telomérica, ya que HsTRF2 requiere modificar su unién a la region telomérica de manera dindmica
durante la formacién del t-loop®” 1%, Nuestros resultados sugieren que EhTRF-like [ presenta una
mayor afinidad por el arreglo de 813 pb, el cual contiene al gen que codifica para el tRNA de Gly y

las secuencias derivadas de diferentes STR’s asociados a tRNA'’s, en comparacion a EnTRF-like III
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que se une con mayor afinidad al fragmento de 277 pb, que contiene exclusivamente regiones
repetidas (Fig. 29). Nuestros resultados sugieren que tanto EhnTRF-like I como EhTRF-like III son
proteinas cuya funcién telomérica es diferencial, ya que observamos que la proteina EnTRF-like 11
se une mds a regiones repetidas grandes, las cuales no estdn asociadas a genes codificantes. Es
importante mencionar que este es el primer reporte que determina /n vitro la unién entre las
proteinas EnTRF-like I y EhnTRF-like III y los arreglos de tRNA completos o parciales relacionados
a los STR asociados al gen que codifica para el tRNA de glicina. Ademas, estos hallazgos nos
permiten proponer que las proteinas EhTRF-like I y III realizan actividades diferentes, pero
cooperativas, en las regiones terminales de los cromosomas'*. Esto correlaciona con el hecho de que
estd bien establecido que la especializacion de las proteinas es una de las principales fuerzas
evolutivas que permiten la especiacion, ademds de dotar a un organismo de diferentes estrategias

contra varios tipos de estrés!**!%,

Para determinar la funcién génica, se emplean como estrategias la sobreexpresién o la
inhibicién de sus productos y, posteriormente se analizan los fenotipos que ocasionan. En este caso,
para continuar la caracterizacién de estas proteinas, se obtuvieron amibas transfectantes que
sobreexpresaron o presentaron disminuida la expresién de EhTRF-like III, transfectando trofozoitos
con diferentes construcciones plasmidicas. Para la sobrexpresion del gen EHI 148140, empleamos
el plasmido pKT-3M, pues ha sido ampliamente empleado para la caracterizacién de factores de
transcripcién en este pardsito®®*1* En el caso del silenciamiento del gen, usamos el pldsmido
pBackbone, el cual al ser transcrito a mRNA, se une en parte, a estructuras tipo tallo-burbuja, lo que
impide su entrada al ribosoma y con ello se inhibe la expresién de la proteina'®. Los trofozoitos con
mayor o menor cantidad de EhTRF-like III fueron seleccionados a una concentraciéon de 20 ug del

andlogo de neomicina G418'%.

La sobreexpresién o silenciamiento del gen EHI_ 148140, se corroboré a nivel de transcrito y
proteina. A nivel de proteina, nuestros resultados mostraron un enriquecimiento y disminucién de
la banda de 55 kDa'*, que corresponde al tamario reportado por Rendén-Gandarilla et al, en los
trofozoitos  transfectados  con  pKT3M_148140 Ox y  pBackbone 148140_SipKT-3M_,
respectivamente. Adicionalmente, detectamos una banda de 60 kDa, la cual podria corresponder a
modificaciones post-traduccionales, como la sumoilacién'®. Al respecto, cabe mencionar que la
proteina EhTRF-like 111 posee 3 sitios (WKXE, W representa cualquier aminoacido hidrofébico)

susceptibles de ser sumoilados'®®. En las proteinas TRFs, este tipo de modificaciones se asocian con
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su estabilidad, asi como con su ensamblaje en el cromosoma'*.

Tampoco descartamos la
posibilidad de que EhTRF-like III pueda sufrir otro tipo de modificaciones pos-traduccionales. Al
respecto, se ha reportado que la proteina HsTRF2 presenta metilacion en algunos residuos de
argininas, lo cual es importante para su unién con el telémero'*, sin embargo no representa una

cambio importante en el peso de la proteina'®’,

Con la idea de que EnTRF-like III posiblemente se relaciona con la proteccién del genoma
de E. histolytica, como lo hacen sus ortélogos TRF2 y TRF2, consideramos que la sobreexpresion
de EhTRF-like III, incrementaria su localizacién en las regiones terminales de los cromosomas y
produciria una mayor estabilidad genémica y mayor sobrevida celular. Ademds, diversos estudios
han determinado que la expresién de las proteinas del complejo Shelterin, particularmente TRF2,

estdn asociadas con estas funciones en diferentes organismos®?%107112,

Los resultados en este trabajo mostraron que los trofozoitos que sobreexpresaron a la proteina
EhTRF-like 11, resistieron considerablemente las dosis y concentraciones crecientes de UV y HyO,,
inclusive mejor que las cepas virulentas recién extraidas de higado de hdmster. Nuestros datos
muestran que la sobreexpresion de la proteina EnTRF-like Il en E. Aistolytica, le confiere una mayor
tolerancia al estrés oxidativo, ya que observamos una viabilidad celular =98% post-tratamiento en
todos los casos. A pesar de que nuestros resultados sugieren que la sobreexpresion de la proteina
EhTRF-like III le proporciona una mayor estabilidad al genoma de E. Aistolytica, reportes de
Bernadette-Nera et al y Smogerzewska-Agata et al, demostraron que la sobreexpresién de HsTRF2
conduce al acortamiento y pérdida del telémero, desencadenando un fenotipo senescente, fusion
cromosémica y promocién de la heterogenicidad telomérica, que eventualmente produce cancer™°!,
Sin embargo, para determinar la toxicidad de la sobreexpresién de la proteina EhTRF-like III en
nuestro modelo de estudio seria interesante continuar la presién de selecciéon con el antibidtico a
concentraciones aiin mayores. En nuestro grupo de trabajo hemos determinado que a 60 pg/ml de

presién de seleccion, los trofozoitos aun son viables y no presentan fenotipos senescentes; no

obstante, no hemos evaluado los efectos en la proteina EnTRF-like III ni en la estabilidad del genoma.

Por otro lado, los trofozoitos que tenian silenciada la expresién de la proteina EnTRF-like I11
presentaron una menor viabilidad celular (£90%), en condiciones basales (Fig. 39-40). Diversos
estudios han demostrado que la supresion de TRF2 conduce a inestabilidad génica, fusion

66,76,81,90

cromosémica y en humanos, ademds, se ha visto que desencadena la senescencia primaria
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(M1)*2, lo que nos permite sugerir que el silenciamiento de EnTRF-like III le supone a E. Aistolytica
una menor tolerancia al estrés microambiental. De manera consistente al estudio realizado por
Garret-Morgan et al en ratones'®, nosotros observamos una mayor susceptibilidad al estrés oxidativo
de los trofozoitos que tenian silenciada la expresién de la proteina EnTRF-like III. De manera
interesante podemos senalar que la viabilidad de estos trofozoitos fue similar a £. dispar sugiriendo

un probable rol patogénico de la proteina EnTRF-like IIL.

En este trabajo también determinamos si la sobreexpresién o inhibicién de la expresion de
EhTRF-like III tenia algin efecto en la formacién del aducto 8-0xoG, en presencia de estrés inducido
por UV o H,O. En el caso de los trofozoitos que sobreexpresan a la proteina EnTRF-like III casi no
se detectd al aducto. Por el contrario, los parasitos que tenian silenciada su expresién presentaron
un incremento en la formacién del aducto 8-oxoG, de manera proporcional a la concentracién o
intensidad de los tratamientos empleados. Esto es consistente con diferentes andlisis realizados con
anterioridad en otros modelos celulares, los cuales incluyen diferentes lineas celulares utilizadas para
el estudio del estrés oxidativo. Sun-Luxi et al. emplearon las lineas celulares U20S, Hela, MCF7,
IMR90 y BJ para estudiar el efecto del aducto 8-0xoG y determinaron que el estrés oxidativo
generado por la célula es insuficiente para causar un dano considerable; sin embargo, la acumulacién

del estrés oxidativo en el telémero conduce a diferentes lesiones que producen inestabilidad génica'*.

Por su parte Coluzzi-Elisa et al. observaron que en fibroblastos MRC-5, derivados de cultivo
primario de pulmén fetal humano, la formacién del aducto 8-0xoG resulta letal para el crecimiento
celular, pues desencadena el arresto de la horquilla de replicacién, lo que conlleva a senescencia
celular™. Finalmente, Fouquerel-Elise et al observaron que altas concentraciones del aducto 8-oxoG,
conducen al acortamiento prematuro del telémero, deficiencia en la replicacién, formacién de
cromosomas dicéntricos, puentes anafésicos e inestabilidad génica®. A pesar de estas evidencias,
como ya mencionamos con anterioridad, en nuestro modelo de estudio la sobreexpresiéon de EnTRF-
like III es bien tolerada por los trofozoitos y les confiere una mayor resistencia a los agentes
genotoxicos. Por su parte, en los trofozoitos que tenian silenciada EnTRF-like I1I, el tratamiento con
estrés oxidativo agresivo generé la ruptura de DNA, asi como lisis celular, como ha sido reportado
por Nandi et al'. En conjunto, con los datos obtenidos de viabilidad celular y deteccién del aducto
8-0x0G, podemos inferir que EhTRF-like III esta relacionada con la tolerancia al estrés oxidativo,

confiriéndole asi una ventaja a E. histolytica.
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De manera interesante, al analizar la estructura primaria de las proteinas EhTRF-like de £
histolytica, se ha identificado que conservan una cisteina, cerca del dominio de unién tipo MYB!#
(Fig. 14B). La presencia de este residuo de cisteina es importante ya que algunos autores han
sugerido un rol antioxidante de proteinas ricas en cisteinas o per se del residuo de cisteina, al oxidar
selectivamente el azufre de su estructura™ ', De aqui podemos inferir que, el mantenimiento de
esta cisteina cerca del dominio de unién al DNA tipo MYB, a través de generaciones, pudo

representar una ventaja adaptativa para el pardsito'#!%,

La morfologia observada para los trofozoitos que sobreexpresan a la proteina EnTRF-like I1I
no se modific6, en comparaciéon con los trofozoitos control. Sin embargo, aquellos trofozoitos que
tenfan silenciada la expresion de la proteina EhTRF-like III, mostraron una morfologia diferente y

fueron mas pequerios, en relaciéon con los parésitos control.

Ademas, a medida que los dafios oxidativos aumentaban, los trofozoitos silenciados eran
més esféricos, lo cual es indicativo de que el pardsito estd sufriendo estrés (Fig. 36-44). Crabbe et al
reportaron que las proteinas TRF estdn relacionadas con la organizacién topolégica del DNA e
interactdan con componentes de la matriz nuclear'®. Nuestros resultados mostraron que los nicleos
de los trofozoitos silenciados tenfan una morfologia mas ovalada, respecto a la de los controles (Fig.
36, Fig. 40). Esto podria relacionar a EnTRF-like III con la organizacién topolégica del genoma de
E. histolytica, y también podria sugerir su participacién en el mantenimiento de la estructura nuclear.
Al respecto, Wood et al demostraron que la interaccién entre TRF2 y lamina A/C, facilita la
localizacién y organizacion funcional de los finales cromosémicos!®. Sin embargo, se requieren mas
estudios para determinar el papel de En'TRF-like III como factor de organizacién estructural en el

nucleo de este parésito.

En conjunto, todos nuestros resultados sugieren que la sobreexpresion de la proteina EnTRF-
like IIT podria estar relacionada a la patogenicidad del parasito, confiriéndole proteccién a su genoma
en contra de agentes oxidantes y eventualmente a un incremento en su viabilidad celular. En
contraste, el silenciamiento de la proteina conduciria a una mayor susceptibilidad al dafio del
genoma, cambios en la organizacién nuclear y a una viabilidad celular parecida a la especie no

patégena (E. dispar).
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Conclusiones

+ Las proteinas EnTRF-like I y II podrian tener funciones diferentes en el genoma de E.
histolytica ya que se determind que se unen de forma diferencial al arreglo del gen de tRNA
[GECC] y al fragmento de 277 pb correspondiente a la regién 5 rio arriba del sitio de inicio
de la transcripcion del tRNA de Gly. Por ejemplo en el caso de EnTRF-like III podria estar
implicada en la formacién del T-loop y D-loop tal y como sucede con su homéloga humana
HsTREF2.

+ Elsilenciamiento de la expresién de la proteina EnTRF-like I1I en trofozoitos de E. Aistolytica
expuestos a agentes genotdxicos se asocia con la disminucién de la viabilidad celular y un
mayor numero de aductos 8-0xoG y con la fragmentacién del DNA del parasito cando se
aplicaban 300 pJ/cm? de radiacién UV y H,O, 2.5 mM.

F La proteina EhTRF-like III estd involucrada en la supervivencia de E. hAistolytica dado que

su sobreexpresién incrementa la viabilidad celular y protege al parésito del dafio genotéxico.



13. Perspectivas

% Determinar la interaccién de las proteinas EhTRF-like (EnTRF-like I, EhnTRF-like 11 y
EhTRF-like III) con el resto de los arreglos repetidos tipo STR asociados a tRNAs de E.
histolytica.

F Detectar las modificaciones postraduccionales que influyen en el cambio de peso de EnTRF-

like I1 y analizar su participacién en las funciones de esta proteina.

¥ Emplear amibas transfectantes que sobreexpresen o tengan silenciada la expresién de la
proteina Eh'TRF-like I1I, para inducir la formacién del AHA en hdmsteres y, compararlas con
amibas de la cepa HM1: IMSS (patégena) y de la especie no patégena E. dispar. Con la
finalidad de identificar si las proteinas EhTRF-like, especificamente EhTRF-like III tienen

un rol patogénico en el parésito.

¥ Emplear amibas transfectantes que sobreexpresen o tengan silenciada la expresién de la
proteina EhTRF-like III para analizar mediante de ensayos Cometa el fraccionamiento del
gDNA o bien mediante Cometa-FISH para identificar la susceptibilidad de las regiones
repetidas tipo STR asociadas a tRNAs a la ruptura genémica. Con la finalidad de demostrar
st la modificacién de los niveles de expresion de la proteina EnTRF-Like III previenen o
hacen mas susceptibles a las regiones de tRNA’s a los agentes genotoxicos, principalmente

Uv.

¥ Emplear amibas transfectantes que sobreexpresen o tengan silenciada la expresién de la
proteina EnTRF-like III para analizar mediante la técnica de campos pulsados la modificacién
del “fingerprint” obtenido en este trabajo cuando se someten a los trofozoitos transfectantes
a dafios genotoxicos. Para corroborar como afecta la modificacién de los perfiles de expresion

de la proteina EhTRF-like III a la integridad de los cromosomas del parésito (ver Anexo).
¥ Emplear el protocolo descrito para la obtencién de “fingerprint” de E. histolytica, para

identificar los posibles /oci de los fragmentos repetidos tipo STR asociados a tRNAs,

mediante Southern Blot (ver Anexo).
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15 Anexo

Medio de Cultivo para E. Aistolytica & E. dispar. Buffer Fosfato Salino T . Medio TYI-S33
Medio TYI-S33. PBS Oxidante
Sal Cbp. 1 Litro*. Cbp. 4 Litros™*. Sal Cbp. 1Litro* Componentes. Cbp 6mL.
Biosate. 34.48 gr. 137.92 gr. NaCl. 80 gr. Medio TYI-S33 5,9984
Glucosa Anhidro. 10.45 gr. 41.83 gr. KCL. 2 gr. basal. mL.
NaCl. 2.29 gr. 9.19 gr. Na,HPO, 144 gr. H,O, (Sigma). L6 plT.
KH,PO.. 0.69 gr. 2.76 gr. KH,PO, 2.4 gr.
1.14 gr. 4.59 gr. T para una concentracién de
KHPO,. © & 110 1] P
. ) [0.4mM]
. *Ajustar a pH 6.8 para lavados de cultivos
L(+) Ascérbico. 0.28 gr. 1.149 gr.
] celulares y a 7.4 para lavados
L(-) Cisteina. 1.435 gr. 5.74 gr. _
) ] experimentales.
Citrato Férrico T . 0.028 gr. 0.114 gr.

*Ajustar a pH 6.8, filtrar con membrana de 0.45 um, alicuotar, esterilizar mediante autoclave, cubrir las alicuotas

con papel aluminio y guardar a -20° C hasta su uso. T Pesar con sumo cuidado

Medio de Cultivo para Escherichia coli.

Medio LB . Medio LB-Agar T . Ampicilina
Sal Cbp. 1 Litro*. Sal Cbp. 1 Litro*. | Stock Solucién de
Peptona. 10 gr. Peptona. 10 gr. [50 mg/mL] trabajo.
Extracto de Levadura. 5 gr. Extracto de Levadura. 5 gr. [50-125 pg/mL]
NaCl. 5 gr. NaCl. 5 gr. en agua. Estéril.
Agar. 1.2%

* Alicuotar en volimenes apropiados para un solo uso y esterilizar mediante autoclave.

T Se agregd ampicilina [100 pug/mL] una vez que el medio estuviera a 37° C para hacer el medio selectivo.

)



Extraccién de pDNA.

Restriccién de pDNA.

Buffer Extraccién. Sal T. Stock. Cbp 50 pl* Cf.

Sal. Stock. Cbp 50 mL. | Concentracién Final. Agua Libre de Nucleasas. - Cbp 49 pl. -
Sucrosa. 5%. 25 gr. 5%. Buffer CutSmart. [10x] 5 pl. [1x].
EDTA. [0.5 M]. 4.0 mL. [20-50 mM]., BSA. 12 mg. 1l [0.1 pg/ull.
Tris 7. [1.5 M]. 1.67 mL. [50 mM]. Enzima 200U/ pl. 1yl 10U
NH,CL. [1 M]. 37.5 mL. [750 mM] pDNA [1 pgl. Cbp [1 pgl. 20 ng.
Tritén. [X100]. 250 pl. 0.5%. *Cbp necesario para 1 reaccién. T Adicionar los componentes en
CaCl. [1 M. 2 mL. [20-50 mM]. este orden estricto.
Lisozima. [0.1 gr/mL] 50 pl [100 pug/mL].

RNasa A. [1 gr/mL] 1.25 ul [25 pg/mL].
T Ajustar a pH 8.0
Electroforesis para Acidos Nucléicos.
Buffer TBE Buffer TAE Didlisis de Proteina.

Sal Cbp. 1 Litro*. Sal Cbp. 1 Litro*. Buffer de Recambio.
Tris Base. 108 gr. Tris Base. 484 gr. Sal. Stock. Chp 1 litro.
Acido Bérico. 55 gr. Na,EDTA=(2H,0). 744 gr. Tris-HCL T [25 mM] 394 gr.
EDTA 1 40 mL. | Acido Acético Glacial. | 10.34 mL. NaCl [30 mM] 175 gr

t pH 75

*[10x].

+pH 8.0, [0.5M]

OF



Reaccién para la Secuenciacion de DNA.

Componentes T . Stock. Cbp 20 pl* Concentracién Final.
Agua Libre de Nucleasas. - Cbp 20 pl. -
Oligonucleétidos Especificos. [100 nM] 1 pl [1x].
DNA [500 ng-1ugl]. | Cbp [500 ng]. 20 ng.
Buffer de secuenciacién BigDyeTM Terminator v1.1. [5x] 2yl [0.5x].
BigDye"TM Terminator v3.1 Ready Rection - 4 pl. -

*Cbp necesario para 1 reaccién.

T Adicionar los componentes en este orden estricto.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

Buffer de Unién de DNA. Buffer de Bloqueo de DNA. Buffer TE-100*
Componente. | Stock | Cbp 50 pl. | Cf. Sal Ct. Cbp 200 pl** | Sal Chp 200 pl**,
dsDNA - [25 pgl [500 ng/ul] | BSA 3% 6 pg. TrisHCL 10 mM.

PBS T. - Cbp 50 pl. | - Tween 20 | 0.5% 1 pg. EDTA T 100 mM.
MgCl, [1M] |5nul (0.1 M] PBST. Chbp 100 pl Cbp 100 pl | T pHS8.0
T [1x]. *Cbp/pozo. *Se emplea para PFGE.




Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

BDG. Espermidina Buffer Binding Buffer de Bloqueo de Proteina.
Componente. | C. f Chbp Componente. | C. f Sal Chbp 20 pl*. Componente. Cbp 200 pl*.
Hepes [24 mM] Espermidina | [ImM] | Buffer BDG [2X] | 10 pl. Leche descremada. | 2%
Glicerol 20% Espermidina 4 pl. Tween 20 0.5%
EDTA [0.1mM] Proteina Cbp [1.5 ng] T [1x]
MgCl, [8mM]
KCl [20mM]
DTT [2mM]
*Cbp/pozo
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).
Buffer de Ab. Buffer de Citratos T
Sal. Cbp 5 mL. Cbp 3 mL. Sal Cbp 50mL*
BSA.* / Leche descremada T . 19%.* 2.5%. T Na,HPO, [0.2 M].
Tween 20 0,1% 0,1% Acido Citrico [0.1 M].
PBS % Cbp 5 mL. Cbp 3 mL. *Ajustar pH a 5.0

Ab primario

Ab Secundario

a -His. (1:5000)

a -EhTREF like III. (1:5000)

a -IgG-HRP. (1:3000)

T 1X

T Inmediatamente antes de su uso agregar 40 pl
de H,O, al 30% por cada 100 mL de [0.05 M] de

Buffer de Citratos.




Reaccién RT-PCR.

Componentes T . RT; Cbp 1 Rxn. PCR, Cbp 1 Rxn.* Concentracién Final.
Agua DEPC. Cbp 12 pl'/ 1 pl% Cbp 50 pl. -
Mezcla de dNTPs [10mM]. 2 pl. 1 pl [1.6 mM] 1, [0.2 mM] 2
Oligonucleétidos [10 uM] (Fw/Rv). 1l 1l [0.8 uM] !, [0.2 uM] 2
RNA libre de DNA [500 ng] - -
Buffer de Sintesis de cDNA [5x]. 4 ul. - [1x]
DTT [0,1 M]. 1 ul - [5 mM].
RNase OUT [40 U/ul]. 1 pl - [2 U/ull.
ThermoScript™ RT [15 U/ull. 1l - [0.75 U/ul].
RNase H 1yl - -
¢DNA . 2.1 pl. -
MgCl, [25.0mM]. - 1l [80 nM].
Buffer GoTaq [5x]. - 5 pl. [0.5x]
Taq Polimerasa. - 1l -

1 Cbp para la desnaturalizacién, 2 Cbp para la mezcla de la reaccién *Se emplea agua inyectable. T Adicionar los

componentes en este orden estricto.

Extraccién de Proteinas TRIzol Reagent.

Buffer de Lavado T.

Buffer de Resuspensién T .

Sal. Cbp 10 mL. Sal. Cbp 10 mL.
Hidroclururo de Guanidina. [0.3 M] SDS. 0.1 gr (1%)
Etanol Grado Biologia Molecular 9.5 mL (95%) Lauril Sarcosinato de Sodio.* [62.5 mM]

T No se requiere de filtracién.

*Ajustar pH 8.0-8.8.




Separacién de Proteinas por Electroforesis SDS-page de Una Dimensién.

30%Acrilamida/0.8% bisacrilamida.

[4x] Tris-CL/SDS pH6.8.

[4x] Tris-CL/SDS pH8.8.

Sal Cbp. 100ml* Sal Cbp. 100ml. T Sal Cbp. 500ml. %
Acrilamida. 30 gr. Tris Base. | 6.05 gr [0.5 M]. | Tris Base | 91 gr [1.5 M].
N,N’metilenobisacrilamida. 0.8 gr. SDS. 0.4 gr (0.4%). SDS 2 gr (0.4%).

*Filtrar la solucién con una membrana de 0.45
pm y almacenar a 4° C en oscuridad. El
reactivo debe desecharse después de 30 dias
ya que la acrilamida se hidroliza gradualmente

a dcido acético y amonio.

T Ajustar el pH a 6.8, filtrar la
solucién con una membrana
de 0.45 y adicionar el SDS. El
reactivo se debe almacenar a

4° Cy desecharse después de
30 dias.

¥ Ajustar el pH a 8.8, filtrar la
solucién con una membrana
de 0.45 y adicionar el SDS. El
reactivo se debe almacenar a

4° Cy desecharse después de
30 dias.

Separacién de Proteinas por Electroforesis SDS-page de Una Dimensién.

Gel Separador Desnaturalizante®.

Concentracién Final de Acrilamida en el gel separador (%).

Stock.

s el 775 8] 9] 10 |12]13] 15
30%Acrilamida/0.8% bisacrilamida (mL). | 2.50 [ 3.00 | 3.50 [ 3.75 | 4.00 | 450 | 5.00 | 6.00 | 650 | 750
[4x] Tris-CL/SDS. T 3.75
H20 (mL). 8.75 | 825 | 7.75 | 750 | 7.25 [ 6.75 | 625 | 525 [ 4.75] 375
10% (p/v) Persulfato de Amonio. 50 pl.
TEMED. 10 l,

*Cbp 2 geles.

T Ajustar a pH 8.8




Separacion de Proteinas por Electroforesis SDS-page de Una Dimension.

Gel Concentrador Desnaturalizante. Porcentaje de Resolucién de Acrilamida.
Stock Chbp 2 geles. Porcentaje Resolucién
30%Acrilamida/0.8% bisacrilamida. 650 ul 5-7. 29-150 kDa.
[4x] Tris-CL/SDS. T 1.25 mL. 8-10. 14-66 kDa.
H20. 3.05 mL 13-15. <36 kDa.
10% (p/v) Persulfato de Amonio. 25 pl. 18-20. <20 kDa.
TEMED. 5 pl

T Ajustar a pH 8.8

Electroforesis de Proteinas.

Buffer de Corrida.

Buffer de Carga.

Sal. Cbp 1 L* Sal. Cbp 5 mL.*
Tris Base. 30,2 gr. Tris HCL 0,6 [1M].
Glicina. 144 gr. Glicerol. 50%.

SDS. 10 gr. SDS. 10%.
2- B Mercaptoetanol. 0,5 mL.
Azul de Bromofenol. 1%
t pH 6.8 *[10x]

Electroforesis de Proteinas.

Tincién del Gel.

Azul de Coomasie. T Buffer Desteiidora. Répida. Lenta.
Componente. Cbp 1 L* Componente. Cbp1L* | Cbhp1LX*
Metanol. 90%. | Acido Acético Glacial. 10%. 10%
Azul de Coomasie. 0,25%. Metanol. 50%. 5%
Acido Acético

10%.

Glacial.

T Tiempo Minimo de Tincién 1 hora Méximo de Tincién 2 horas.

*Filtrar con un papel Whatman N° 1y dejar agitando toda la noche protegido

de la luz o dejar en reposo una semana antes de usar.




Inmunodeteccién (Western Blot).

Buffer de Transferencia. Buffer de Bloqueo. Buffer de Lavado.
Sal. Chp 1 L. Sal. Cbp 50 mL. Componente. Chp 1 L.
Tris Base. | 3,03 gr. (0,3%). | PBS.* 47,4 mL (99,9%). | PBS 999 mL. (99,9%).
Glicina. 14,41 gr. (1,4%). | Tween 20 100 pl (0.1%). Tween 20. 1 mL. (0,1%)
Metanol 200 mL. (20%). | Leche descremada 2,5 gr.(5%).

Inmunodeteccién (Western Blot).

Buffer de Ab.

Componente. Cbp Ab primario. Cbp 5 mL.
BSA.* / Leche descremada 1%.* 2,5%. T
Tween 20 0,1% 0,1%
PBS+ Cbp Ab primario. Cbp 5 mL.
Ab primario Ab Secundario
a-PCNA. a -EhTRF like II1. a -IgG-HRP.
1:3000 1:7500 1:5000

*Ab primario. T Anticuerpo Secundario. ¥ [1x]




Inmunofluorescencia.

Buffer de Lavado. T RNasa A. T Buffer de NH,Cl T
Componente Cbp 1L Componente Cbp 50 mL. Componente. Cbp 50 mL.
PBS#. Cbp 1 L. RNasa A. [100 pg/mL]. NH,CI. [50mM].

PBS. ¥ Cbp 50 mL. PBS. * Cbp 50 mL.

T Filtrar con membrana de 0.22 um en campana de flujo laminar.

+[1x]

Inmunofluorescencia.

Buffer de Bloqueo. T Avidina-FITC. T Buffer de Ab-Primario. T
Componente | Cbp 100 mL. Componente Cbp 50 pl.* Componente. Cbp 100 pl.*
PBS%. 99 mL. Buffer de Blogueo. 49 pl. Buffer de Bloqueo. 99 pl.
BSA lg Avidina-FITC. 1:50. a -EhTREF like 111 1:100.

T Filtrar con membrana de 0.22 pm en campana de flujo laminar.  F[1x] *Para un cubreobjetos
[nmunofluorescencia.
Buffer de Ab-Secundario. T
Componente. Cbp 100 ul*
Buffer de Bloqueo. Cbp 100 pl.

a -IgG-conejo-Alexa-546

1:100.

T Filtrar con membrana de 0.22 um en campana de flujo laminar.

*Para un cubreobjetos




PhC DAPI EhTRE=Tike 111 8—ox0( Merge
Figura S1. Localizacién del aducto
8-0x0G y de la proteina EhTRF-

like I en trofozoitos

pKT_3M

transfectados y empleados como
control para H0, Trofozoitos
transfectados y empleados como

control de H20-, se sometieron a

LEIII_148140_ox

inmunofluorescencia, empleando
el anticuerpo anti-EhTRF-like III
acoplado a Alexa-546 (rojo).

Adicionalmente, la formacién del

EITI_148140_8i

aducto se detecté con avidina-

FITC (verde). Los nicleos se tifieron empleando DAPI (azul). La morfologia de los trofozoitos se observd mediante campo

claro (PhC). Las preparaciones se analizaron mediante microscopia confocal. Cabezas de flecha: microntcleos.

191 Hectroforesis en campos pulsados
1211 Cultivo de Saccharomyces cerevisioe
S. cerevisiae fue cultivada en condiciones de esterilidad en medio YPG. A partir de un vial

se inocularon 50 mL de medio liquido y se dej6 creciendo ON a 37° C con agitacién constante
(200 rpm en una incubadora (New Brunswick Scientific), se preservé el vial en placas con YPG-
Agar incubadas ON a 37° C. El cultivo fue detenido en fase logaritmica (O.D 0.1-0.5) y se
empastillaron por centrifugacién a 19,000 RCF durante 5 minutos a 4° C, al concluir el programa
de centrifugacion se decant6 el sobrenadante y se prosiguié con el protocolo para inmovilizar DNA
en mini bloques de agarosa de bajo punto de fusién (LMA) para emplearlos en el protocolo de

electroforesis en campos pulsados (PFGE).

1911 Inmobilizacion de DNA para PFGE

Para determinar un patrén de corrimiento especifico en E. Aistolytica se empledé PFGE. Para
ello 6x107 trofozoitos de E. histolytica posterior al tratamiento fueron cosechados e incubados en
solucién hiperténica [0.5M NaCl; 0.05M EDTA; 0.01M Tris; pH7.0] durante 5 minutos al concluir
la incubacién se cosecharon los trofozoitos y estos se inmovilizaron en agarosa LMA, de acuerdo a
la regla 1x108 células por cada 1mL de agarosa LMA al 2% disuelta en solucién hiperténica + 125mM
EDTA, la mezcla trofozoitos-agarosa LMA se dej6 solidificar en moldes y al concluir el
procedimiento se cortaron minibloques los cuales se dejaron en solucién de tratamiento NDSU

[0.01M Tris; 0.IM EDTA; 4mM Urea, pH9.5] (20 minibloques/10mL) a 45° C ON.
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Posteriormente se retiré la solucién de tratamiento y lavaron los minbloques con agua estéril,
al concluir este primer lavado se prosiguié a incubar 2 veces los minibloques con solucién de didlisis
TE-100 [10mM Tris; 100mM EDTA, pH8.0](20 minibloques/10mL) a 45° C durante 30 minutos.
Los minibloques se mantuvieron en solucién de didlisis hasta su uso. Los minibloques fueron
resueltos en Buffer TBE 0.5X a 20° C un gel de agarosa al 1.5% disuelta en TBE 0.5X, bajo los

siguientes pardmetros de corrida 180 pulsos de 40 segundos cada uno.

1952 Resultados.

Se pudo determinar que bajo las condiciones descritas previamente se obtuvo un patrén de
corrimiento electroforético caracteristico para FE histolytica (Fig. S2), en dicho corrimiento
electroforético se observaron 14 bandas de alta talla molecular las cuales se encuentran entre 0.3 Mb
y 1.9 Mb (Fig. S1A). Este patrén se vio modificado cuando los trofozoitos de E. histolytica fueron
sometidos a tratamiento con estrés oxidativo con 5 mM de H,O, encontrdandose que gran parte del
DNA de los trofozoitos de E. histolytica no fue capaz de resolverse, probablemente por rupturas de
cadena sencilla provocadas por el tratamiento, asi mismo se observé que el DNA que se resolvio se
encontré con tallas menores a 0.3 mb, las cuales pobrian ser cromosomas de menor talla o bien

fragmentos aleatorios del genoma (Fig. S1B).

HMI1:IMSS

S S S S
A N I B
Mb S ‘e‘\h\ . ‘3\@\' *3\\“\\' "e&‘\\‘ Mb M Control 5mM H,0,

FANWAY/. /N ANVANR/\VAY

Fa'N

Figura S2. “Fingerprint” de E. histolytica. A) Patrén de corrimiento para E. Aistolytica en el cual se observan 13 bandas 4
de las cuales se encuentran en regiones de alta compactacién. B) Trofozoitos de E. Aistolytica tratados con 5mM de HO»
en donde se observa como gran parte del genoma no logré salir del minibloque (flecha superior) y se observa solo bandas

un una zona de baja compactacién (flecha inferior), M marcador de talla molecular de Saccharomyces cerevisiae.

108



	Euclides Jordan Alejandre_LCG_unlocked.pdf
	Leyenda para tesis_Final 13122019.pdf
	Euclides Jordan Alejandre_LCG_unlocked
	1 Resumen
	2 Abstract
	3 Introducción
	3.1 Entamoeba histolytica
	3.3 Regiones teloméricas
	3.4 Daños genotóxicos: origen, reparación y consecuencias

	4 Antecedentes
	5 Justificación
	6 Hipótesis
	7 Objetivo General
	7.1 Objetivos Particulares

	8. Estrategia Experimental
	9 Materiales y Métodos
	9.1 Cultivo de E. histolytica y E. dispar
	9.2 Extracción de DNA genómico de E. histolytica
	9.3 Cultivo de Escherichia coli DH5α
	9.5 Extracción de DNA plasmídico
	9.6 Proteína recombinante rEhTRF-like I para los ensayos DPI-ELISA indirecto
	9.7 Ensayos de interacción de DNA-Proteína (DPI)-ELISA indirecto
	9.9 Extracción de RNA total

	10 Resultados
	10.1 Selección, clonación y corroboración del arreglo [GGCC] de E. histolytica
	10.4 Expresión a nivel de RNA y proteína de EhTRF-Like III en trofozoítos transfectados
	10.5 Viabilidad celular de trofozoítos transfectados durante dos tratamientos genotóxicos
	10.6 Formación del aducto 8-oxoG en respuesta a los tratamientos genotóxicos en trofozoítos transfectantes.

	13. Perspectivas
	14. Bibliografía
	15 Anexo
	15.1 Electroforesis en campos pulsados



