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1. RESUMEN

Las proteinas TRF1 y TRF2 de humano se unen al ADN telomérico de doble cadena en
los extremos terminales de los cromosomas, formando complejos ADN-proteinas que los
protegen, regulan su tamafio y evitan las fusiones cromosomicas. En el genoma de
Entamoeba histolytica no se han identificado secuencias teloméricas, ni esta presente un
gen que codifique para la enzima telomerasa, y el 10% del mismo corresponde a ARNt
asociados a repeticiones en tdndem (STR), localizadas en los extremos del 70 % de los
cromosomas de este organismo. Por esa razon, se ha propuesto que estos arreglos pueden
funcionar como secuencias teloméricas. Adicionalmente, en el genoma de E. histolytica
se identificaron tres proteinas homologas a las proteinas TRF1 y TRF2 de Homo sapiens,
las cuales se denominaron EhTRF-like I, Il y III. Los genes ehtrf-like I y II estan
contiguos en el genoma, lo cual podria ser el resultado de una duplicacion. El porcentaje
de identidad del dominio Myb de uniéon a ADN (DBD Myb) de estas proteinas con sus
homologos humanos es del 93.9%. En este dominio se identificaron los 3 motivos
presentes en las proteinas homologas humanas: N-terminal /inker, parche acidico y
Telebox. En este trabajo se identificaron 18 proteinas TRF-like en los géneros
Entamoeba, Acanthamoeba 'y Naegleria, utilizando la expresion regular
[V/L][D/SILIK/R]DK[W/Y]R, la cual corresponde a la secuencia Telebox. En todos
estos géneros, las proteinas ortélogas a TRF contienen en el DBD Myb los tres motivos
importantes para el reconocimiento del ADN. Asimismo, se predijo que los dominios
TRFH y DBD Myb de la proteina EhTRF-like II pueden modificarse
postraduccionalmente, a través de fosforilaciones, SUMOilaciones y la formacion de un
puente disulfuro, lo que podria modificar su unién al ADN, su localizacion e interaccion
con otras proteinas. En esta tesis también se demostrdé mediante Docking Molecular que
el complejo formado por el DBD Myb-EhTRF-like I y la secuencia derivada del STR de
ARNt de E. histolytica (EhTel) tiene una mayor energia de union y un mayor numero de
contactos y pseudoenlaces que el formado con la secuencia telemérica candnica (HsTel);
sugiriendo que este dominio tiene una mayor afinidad por la secuencia EhTel de E.
histolytica, que por la secuencia HsTel humana. Por otro lado, la proteina EnTRF-like II
se inmunodetectd en la fraccion nuclear insoluble de E. histolytica HMI-IMSS con un
peso molecular de ~50 kDa. Finalmente, se determino la localizacién nuclear de En'TRF-
like IT en la periferia nuclear de los trofozoitos, sugiriendo que ocupan una posicion
compatible con la proteccion de las regiones teloméricas en E. histolytica.



2. Abstract

Human TRF1 and TRF2 proteins bind to double-stranded telomeric DNA at the terminal
ends of chromosomes, forming DNA-protein complexes that protect and regulate their size,
and prevent chromosomal fusions. In the genome of Entamoeba histolytica, neither telomeric
sequences nor a gene coding for the enzyme telomerase have been identified. On the other
hand, 10% of the genome corresponds to tRNA associated with short tandem repeats, some
located at the ends of the chromosomes of this organism, so it has been proposed that these
arrangements could act as telomeric sequences. In the genome of E. histolytica, three
homologues of TRF1 y 2 proteins were identified, which were called EnTRF-like I, IT y III.
The genes that encode for EnTRF-like I and II are contiguous in the genome which could be
the result of a duplication. These proteins contain a TRFH domain which is involved protein-
protein interactions and a MYB DNA Binding Domain (MYBDBD) which recognize the
telomeric sequence. The MYB DBD has three important motifs: the N-terminal linker, an
acidic patch and the Telebox. In this work we search for TRF-like proteins in all Entamoeba,
Acanthamoeba  and  Naegleria  genera  using  the  regular  expression
[V/L][D/SILIK/R]DK[W/Y]R which corresponds to the Telebox sequence. We identified 17
Myb-like proteins. In all the genera analyzed the orthologous TRF protein contain in their
MYB DBD the three motifs which are important for DNA recognition. Likewise, it was
predicted that the TRFH and DBD Myb domains of the EnTRF-like II protein can be post-
translationally modificated, through phosphorylations, sumoylations and the formation of a
disulfide bridge, which could modify its binding to ADN, its location and interaction with
other proteins. We analyzed the binding of the DBD-EhTRF-like II with different DNA
sequences obtained from de canonical telomeric sequence (HsTel) and the Entamoeba STRs
(EhTel) using Molecular Docking. Our data showed that the EhTel sequence has higher
binding energy and a greater number of contacts and pseudo-bonds than with HsTel
sequence, suggesting that this domain has a greater affinity for the sequence derived from
the STR of de E. histolytica rRNA array, than the canonical telomeric sequence. In this work,
we analyzed the localization of EhMybTRF-like II protein in the E. histolytica trophozoites
though western blot and immunofluorescence assays. The EnTRF-like II was detected in the
insoluble nuclear extracts in a 50 kDa band and was located in the nuclear periphery of the
trophozoites of E. histolytica. This location is as expected for proteins related to the telomeric
function.
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3. Introduccién

Los protozoos pertenecientes al género Entamoeba son organismos unicelulares que pueden
coexistir como comensales del tracto digestivo humano o como patdgenos, por ejemplo,
Entamoeba histolytica, la cual provoca amibiasis. Estd enfermedad es principalmente
entérica, aunque una parte de los individuos infectados presentan sintomas relacionados con
la penetracion de las amibas al epitelio intestinal, lo cual se conoce como amebiasis invasora
(Martinez, 2000). Cuando la enfermedad se vuelve mas severa, la diseminacion del parésito
puede producirse a través del torrente sanguineo, permitiéndole invadir otros tejidos, en
particular el higado, resultando en abscesos hepaticos (Palomo, 1998). La patogenicidad de
E. histolytica ha sido atribuida al incremento de la accién concertada de diversos factores que
modulan la protedlisis, citotoxicidad, resistencia al complemento e inflamacion (Mirelman,
2000; Marie y Petri, 2014). Si se atenta o inactiva alguno de esos eventos, la virulencia de
E. histolytica también se modifica. Otros factores que modulan funciones esenciales para la
patogenicidad amibiana como la resistencia al estrés oxidante, y el mantenimiento de un
sistema eficaz de proteccion y reparacion del dafio al material genético causado por el estrés
sostenido durante la infeccidon, son de suma importancia para la proliferacion y supervivencia

de E. histolytica (Olivos-Garcia, 2011).

Si bien el control de la amibiasis intestinal humana es relativamente sencillo, en la actualidad
no ha sido posible erradicar esta enfermedad. Por eso es importante dar continuidad a los
estudios de la biologia molecular de este parasito, para entender con profundidad los
mecanismos que le permiten proteger y conservar su genoma y de esa forma sobrevivir y

proliferar en ambientes adversos.
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3.1 Epidemiologia de la amebiasis

La amebiasis se define como la infeccion producida por E. histolytica, parésito protozoario
cosmopolita incluido tradicionalmente en el phylum Sarcomastigophora. Segin
estimaciones, el 10% de la poblacion mundial presenta la infeccion, siendo E. histolytica la
responsable de 100,000 muertes por afio, lo que la convierte en la segunda causa de muerte
provocada por protozoarios parasitos después de la malaria (Walsh, 1986). A partir del
analisis de un total de 110 estudios en 47 paises se determin6 que la prevalencia global de las
infecciones por E. histolytica, diagnosticadas por métodos moleculares, era del 3.55% y
oscilaba entre 1.72% en Oceania y Norte América con 21.58% (Figura 1) (Zhaohui Cui,
2019).

En México, se reportaron 191 437 casos nuevos de amebiasis hasta la semana epidemiologica
52 del ano 2020 (Boletin Epidemioldgico Secretaria de Salud), lo que la coloca como una
enfermedad de alto impacto en la salud publica de nuestro pais, y pone de manifiesto la
insuficiencia en las condiciones de higiene, y el acceso a servicios de salud. Por otro lado,
una de las razones por la cual la amebiasis continua siendo un grave problema de salud en
los paises pobres es que ningin farmaco, incluyendo al metronidazol, tiene efecto citotoxico
sobre los quistes del parasito. Sin embargo, debe reconocerse que desde la implementacion
masiva del metronidazol en el sistema nacional de salud, la amebiasis invasiva causada por

E. histolytica han disminuido de forma considerable (Powell, 1966).
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Figura 1. Prevalencia y distribucion geografica de las infecciones por Entamoeba spp en humanos
detectada por métodos moleculares. Tomado de Zhaohui, 2019.

3. 2 Ciclo de vida de Entamoeba histolytica

El ciclo de vida de E. histolytica comprende dos estadios bien definidos, el primero dentro
del hospedero (humano), donde se mantiene en forma de trofozoito, en el lumen del intestino
delgado, y es capaz de dividirse para posteriormente invadir el intestino grueso, lugar donde
puede permanecer hasta seis meses o mas (Palomo A. 1998). Posteriormente, debido a ciertas
condiciones del micro-ambiente, el trofozoito se transforma en quiste, condicion en la cual
puede ser expulsado del hospedero y sobrevivir fuera de éste, hasta que otro humano lo
ingiera, a través de comida o aguas contaminadas con heces de una persona infectada, y asi
completar el ciclo biologico (Figura 2). Los mecanismos moleculares del proceso de
enquistamiento y desenquistamiento del parasito no se conocen en su totalidad todavia. Esto
se debe principalmente a que: 1) no hay un modelo animal en el que se pueda reproducir el
ciclo biolégico del parasito; y 2) hasta la fecha no se ha podido inducir de manera
reproducible, en condiciones in vitro, el enquistamiento de los trofozoitos de E. histolytica,
aunque se han identificado algunos genes implicados en el enquistamiento en E. invadens

(Pumarola, 1991).
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Figura 2. Ciclo de vida del parasito E. histolytica. Los quistes de E. histolytica provenientes de
agua o alimentos son ingeridos y en el ileon, ocurre el desenquistamiento y eclosionan cuatro amibas
por quiste. Los trofozoitos liberados alcanzan el lumen del colon, se multiplican, pudiendo invadir y
destruir la pared tisular del colon o invaden y alcanzan otros 6rganos (pulmones, higado, cerebro,
etc.), a través del sistema circulatorio. Los trofozoitos en el lumen pueden enquistarse o mantenerse
como trofozoitos y en cualquiera de las dos formas se eliminan en las heces. La mayoria de los
trofozoitos pierden su viabilidad al poco tiempo después de excretarse y, los quistes pueden ser
ingeridos nuevamente, asi el ciclo biologico se completa. Tomado de www.cdc.gov/dpdx/amebiasis.

3.3 Factores de virulencia

La virulencia de E. histolytica se caracteriza por su extraordinaria capacidad para penetrar,
invadir y destruir tejidos, mediante una serie de eventos en los que participan diferentes
factores relacionados tanto con el parasito como con el hospedero, que a continuacion se

enlistan:
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e Adhesion al epitelio intestinal
Para que el parésito E. histolytica prolifere dentro del lumen intestinal se requiere que los
trofozoitos se adhieran a la mucosa intestinal, la colonicen y posteriormente la invadan. La
mucosa intestinal estd compuesta por distintos tipos de mucina (Muc) unidas mediante
puentes disulfuro, siendo Muc?2 el principal monémero. Muc2 estd compuesta por distintos
oligosacaridos que incluyen N-—acetil-D-galactosamina (Gal/GalNAc), N-acetil
glucosamina (GalNAc), fucosa, galactosa y acido sidlico. Estos compuestos le confieren
distintas funciones a la Muc, las cuales incluyen hidratacion, formacion de gel y resistencia
aproteasas. E. histolytica ha desarrollado un sistema que le permite degradar con efectividad
estd barrera mediante diferentes enzimas como las amilasas, estando mediada su accién por
la interaccion de la lectina de 260 kDa, a través de la subunidad pesada de 170 kDa especifica
para residuos de N-acetil-D-galactosamina (Gal/GalNAc). Este parasito también utiliza otras
proteinas de anclaje a la mucosa, como las proteinas ricas en lisina y acido glutamico
denominadas KERP1 KERP2; ademas, proteinas ricas en serina, treonina ¢ isoleucina
llamadas STIRP. Tanto KREP1 como STIRP son exclusivas de E. histolytica y estan
implicadas en la adherencia del parasito a las células blancos. Otro complejo importante de
proteinas de superficie en E. histolytica es el denominado EnCPADH, compuesto por una
cisteina proteasa (EhCP112) y una adhesina (EhADH112), las cuales estan involucradas en
la adhesion, fagocitosis y citolisis de proteinas del hospedero, provocando un aumento en la
permeabilidad intercelular y contribuyendo a la desorganizacion y destruccion de la pared
intestinal. Por otra parte, tras un anclaje exitoso a la mucina, favorecido por los factores
mencionados, E. histolytica libera distintos tipos de moléculas citoliticas (Figura 3), las
cuales contribuyen a la virulencia del parasito (Trejo-Suarez., 2008; Olivos-Garcia et. al.

2011; Wilson, 2012).

e Citotoxicidad
Las proteasas le permiten a la E. histolytica degradar la matriz extracelular y producir citdlisis
de las células epiteliales. Dentro del genoma del parasito se pueden identificar 80 genes que

codifican para proteasas, pero 50 de ellos son especificos para cistein-proteasas (EhCPs), que
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pertenecen a la stiper familia de la papaina. E1 90% de los transcritos de esos genes codifican
para EhCP1, EnCP2 y EhCP5. Estas EhCPs se encargan de degradar proteinas de la matriz
extracelular como lamina y colageno, como las regiones C-terminal ricas en cisteina de la
Muc, favoreciendo asi la unidn entre el parasito y las células blancos. Ademas, las EnCPs
contribuyen a suprimir la respuesta inmune del hospedero, degradando moléculas
sefalizadoras del sistema inmune 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 (Que, 2000).

Este parasito también tiene otro complejo de proteinas citoliticas, tipo saponinas (SAPLIP),
ubicadas en vesiculas denominadas ameboporos (AP) y cuya funcion esta relacionada con la
lisis de bacterias ingeridas, y la induccion de la muerte de células epiteliales y leucocitos,
durante la invasion del parasito (Figura 3). Los AP, a través de la actividad de las proteinas
SAPLIP, son los responsables principales de formar canales idnicos o microporos en las
membranas lipidicas de las células del hospedero, por los cuales difunde agua, iones (salida
de Na® y K y entrada de Ca®") y otras moléculas pequefias resultando asi en la lisis celular
por choque osmotico. E. histolytica 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 funcion similares a las N-lisinas, perforinas y granulisinas, que se encuentran
en las células NK y en los linfocitos T citotoxicos. La secrecion de los AP, en conjunto con
EhCPs y otros factores de virulencia, trae como resultado la destruccion de los neutréfilos y
la consecuente liberacion de sus productos toxicos. Esto amplifica las lesiones causadas por
las amibas, produciéndose areas de necrosis en la mucosa intestinal y focos de ulceracion,
que condicionan los cuadros clinicos de mala absorcidon y disenteria (Trejo-Suarez, 2008;

Olivos-Garcia et. al. 2011; Wilson, 2012).

e Fagocitosis
Los protozoarios se valen de la fagocitosis como un mecanismo de internalizacion de
nutrientes del medio exterior. El proceso de fagocitosis consta de diversos pasos, de acuerdo
con los cambios bioquimicos y morfoldgicos que ocurren durante la interaccion amiba-

hospedero, los cuales son: 1) el reconocimiento de particulas o células por la unién de
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ligando-receptor; 2) la activacion de diversas series de eventos, incluyendo vias de
sefializacion y la reorganizacion del citoesqueleto, que llevan a la extension de los
pseudopodos; 3) el cierre de los pseudopodos alrededor de la particula formando el
fagosoma, el cual se fusiona secuencialmente con endosomas tempranos o tardios; 4) y la
fusion del fagosoma con el lisosoma, llevando a la digestion de la particula internalizada.
Muchos trabajos realizados sobre este tema indican que la especificidad de las interacciones
entre la particula y los receptores de superficie, activan vias de sefializacion que guiaran el
destino de la particula fagocitada y, por ende, la respuesta desplegada por la célula fagocitica
(Espinosa-Castellano y Martinez-Palomo, 1991; Baxt y Singh, 2008; Boettner et al, 2008).

La actividad fagocitica de E. histolytica, se considera un indicador de virulencia debido a que
los trofozoitos fagocitan y trogocitan células del sistema inmune, reduciendo la respuesta del
hospedero. La fagocitosis involucra la reorganizacion del citoesqueleto, el cual es un proceso
en el que estan involucradas, ademas de actina, un gran nimero de proteinas las cuales son
necesarias para que el parasito destruya el tejido del hospedero (Figura 3) (Trejo-Sudrez,
2008; Olivos-Garcia et. al 2011; Wilson, 2012). Esta reorganizacion coordinada del
citoesqueleto se encarga de la formacion del fagosoma. Esta ultima estructura madurara
principalmente a través de ameboporos y cistein-proteasas, para la destruccion de la particula

ingerida y que finalmente sea expulsada por exocitosis (Que ef al., 2002; Andra et al., 2003).
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Figura 3. Factores claves involucrados en la virulencia de E. histolytica. 1) Union a la matriz
extracelular epitelial a través de lectina GallGalNac y EhSTIRP; y degradacion de polimeros MUC2
a través de cisteina proteasas. 2) Resistencia al estrés oxidante provocado por el O, y las ROS de la
respuesta inmune del hospedero, mediante la via de reduccion de oxigeno. 3) Bloqueo y
desprendimiento de antigenos de superficie del trofozoito por anticuerpos del hospedero y lectinas,
que implican el reordenamiento del citoesqueleto y la translocacion de complejos antigeno-anticuerpo
al uroide de la célula para su eliminacion. 4) Contacto directo entre el trofozoito y la célula huésped
o bacteriana, lo que conduce a la secrecion de amebaporo-A, que forma poros en la membrana celular
diana sin necesidad de receptor. Tomado de Wilson, 2012.

3.4 Resistencia al estrés oxidante

El estrés oxidante se define como un desequilibrio entre los sistemas pro-oxidante y
antioxidantes. Cuando predominan las condiciones de estrés oxidante, ocurre dafio celular,
debido a la oxidacion de varias macromoléculas esenciales como el ADN (Guerrat R et. al.
1981). E. histolytica secreta un amplio repertorio de moléculas antioxidantes que le permiten
contender con el estrés oxidante y nitrosante, que le provoca el hospedero durante la invasion
tisular (Figura 3) (Trejo-Suarez, 2008; Olivos-Garcia et al. 2011; Wilson, 2012). A pesar de
que este parasito resiste concentraciones bajas de oxigeno en el colon humano (0.1 a 2.3%)
(Ladas et al. 2007), durante la colonizacién y la invasion del epitelio intestinal el parasito
esta expuesto a estrés oxidante, el cual proviene de neutréfilos y macréfagos que secretan
una gran variedad de moléculas, tales como especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno

(RNS). Las ROS generadas son peroxido de hidrogeno (H202) y radicales como el anion
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superoxido (O%) y el hidroxilo (OH"), los cuales son productos que se forman durante el
denominado estallido respiratorio para la eliminacion de patdogenos. En general, la mayoria
de las ROS se considera daninas debido a sus efectos sobre el material genético de las células,
debido a que oxidan bases en el ADN, preferentemente la base nitrogenada Guanina,
generando el aducto 8-oxoguanina (80x0oG). Si esta lesion no es reparada se producen
transversiones de las bases del ADN (G:C a T: A), lo cual causa mutaciones y dafio al
genoma, debido a que también induce roturas en la doble cadena del ADN (David S. et al.
2007). Durante el desarrollo del absceso hepatico amebiano (AHA), E. histolytica estéa
expuesta al oxigeno tisular y a moléculas generadas por el sistema inmune innato
(complemento, peroxido de hidrogeno, acido hipocloroso y 6xido nitrico [NO]). Aunque la
amiba es un organismo microaerofilico que no tolera mas del 5% de oxigeno, la exposicion
subletal a este gas incrementa su susceptibilidad al complemento, perdxido de hidrogeno y
acido hipocloroso, lo cual ocasiona una destruccion masiva de las amibas (~70%), durante
las etapas iniciales de la invasion al higado (12 h) (Roigothier M, et al., 2002). Es posible
que las amibas sobrevivientes induzcan degranulacion e inhiban el estallido oxidativo de los
polimorfonucleares (PMN), ya que después de este periodo y a pesar de una buena respuesta
humoral, la carga parasitaria aumenta de forma continua y termina con la muerte del animal

(Olivos-Garcia, et. al. 2011).

Las amibas que sobreviven al estrés oxidativo continuan su crecimiento debido a que:

1. El parasito es capaz de reducir el O2 a radical superdxido (O2). El radical Oz,
posteriormente es reducido a peréxido de hidrogeno (H202), mediante la accion de la
enzima Fe-superoxido dismutasa (Fe-SOD). El H20: generado, puede
subsecuentemente ser transformado en agua, junto con la participacion de otras
enzimas como la peroxirredoxinas y ruberitina tioredoxina reductasa (Figura 2) (Hall
A, 2009).

2. E. histolytica sobre-expresa moléculas antioxidantes (Gonzales M. 2011) y de
reparacion de los centros de hierro-azufre (Fe-S) de sus proteinas.

3. Los macrofagos del higado tienen inhibida su capacidad para producir ROS.

4. Los leucocitos polimorfonucleares y macréfagos, que rodean a las amibas durante el

desarrollo del AHA, no expresan la enzima iNOS (responsable de la sintesis de NO).
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5. E. histolytica tiene una familia de proteinas denominadas peroxirredoxinas, las cuales
detoxifican el H202 ayudando a la sobrevivencia del parésito ante el ataque de los
macrofagos y neutrédfilos (Hall A, 2009).

6. E. histolytica tiene un repertorio amplio de proteinas involucradas en la reparacion de
lesiones producidas por el estrés oxidante del ADN, como las involucradas en la via
de reparacion por escision de bases (via BER) (Trasvifia-Arenas CH, 2019, Azuara-
Liceaga E, 2019) y la via de reparacién por escision de nucledtidos (NER) (Lopez-
Camarillo C, 2009; Azuara-Liceaga E, 2019).

E. histolytica expresa también una familia de proteinas relacionadas con el mantenimiento
de los extremos de los cromosomas que tienen homologia con las proteinas de unioén a
repetidos teloméricos (TRF). La pérdida de la funcidn de estas proteinas estéa relacionada con
la disfuncién telemérica, lo cual conlleva a la fusién cromosdmica, senescencia y apoptosis

(Hyeung, 2009).

3.5 Genoma y organizacion genomica de E. histolytica

El genoma de E. histolytica es sin duda, una fuente de informacion muy valiosa que ha
permitido realizar un avance significativo en el entendimiento de los mecanismos que le
permiten a este organismo parasitar al hospedero, evadir la respuesta inmune, fagocitar,
eliminar células blancas y llevar a cabo el proceso de enquistamiento, entre otros. De esta
manera, el andlisis de la informacioén contenida en el genoma se presenta como uno de los
retos actuales mas importantes en el estudio de la biologia del protozoario parasito E.

histolytica.

En 2005, Loftus y colaboradores secuenciaron el genoma completo del parésito E. histolytica,
el cual estd compuesto por 23,751,783 pares de bases, de las cuales alrededor del 75%
corresponden a adenina (A) y timina (T), distribuidos en 888 segmentos o contigs. Sin
embargo, posteriormente fue revisado y reanotado, y se predijeron 8,197 genes codificantes
para proteinas, pero no se pudieron identificar homologos para un tercio de las proteinas

predichas (31.8%). Actualmente se puede accesar al genoma de E. histolytica en el sitio web
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https//:eupathdb.org. Un aspecto importante es que dentro de este genoma no se identificaron
secuencias teloméricas canodnicas ni el gen que codifica para telomerasa, la cual se encarga
de las sintesis de las secuencias teloméricas (Tabla 1). Desafortunadamente, la estructura del
genoma predicha por el primer borrador estaba muy fragmentada, debido a la naturaleza
repetitiva del genoma, por ejemplo, elementos nucleares intercalados cortos (SINE),
elementos nucleares intercalados largos (LINE), arreglos de ARNt que contienen
repeticiones en tandem cortas (Loftus et al., 2005; Lorenzi et al. 2010), duplicaciones
segmentarias y poliploidia, lo que complicaba la caracterizacion del genoma a nivel
cromosOomico. Recientemente, con la metodologia de secuenciacion de nueva generacion
(NSG) se reanalizo el genoma y se determinod que esta compuesto por 38 andamios, con una
longitud de 26.879.087 pb (Figura 4). El nimero de andamios construidos es comparable al
sugerido por un estudio anterior, en el cual se resolvieron entre 31 a 35 cromosomas, de mas
de 300 kb, mediante electroforesis en gel de campos de pulsados (Willhoeft et al., 1999;
Riveron et al., 2000). De los 1496 contigs del ensamblaje del genoma anterior, se asignaron
1421 al genoma recién ensamblado por BLAST. También se encontrd que en los extremos
de al menos 23 cromosomas, se ubicaban arreglos de repetidos que codifican para ARNts.

Finalmente, en este estudio se identificaron 8734 genes que codifican proteinas (Chang et

al., 2020).
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Tabla 1. Generalidades y caracteristicas del genoma de E. histolytica

Genoma Ensamblado
Tamafio (pb) 26.879.087
Contenido GC (%) 24.2
Numero de genes 8734
Longitud promedio de genes (pb) 1260.9
Numero de genes/10 kb 3.9
Genes Grandes (pb) 15210
Genes pequefios (pb) 147
Porcentaje codificante (%) 49.7
Porcentaje de genes con intrones (%) 24.4
Exones --
Numero 10754
Promedio de numero por gen 1.3
Contenido de GC (%) 19.3
Longitud promedio (pb) 962
Longitud total (pb) 10340284
Intrones --
Numero 2553
Contenido de GC (%) 19.3
Longitud promedio (pb) 74.1
Longitud total 189260
Regiones intergénicas --
Contenido de GC (%) 20.5
Longitud promedio 708.7

Tomado de Lorenzi, 2010; Chang, 2020
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Figura 4. Organizacion del genoma de E. histolytica HM-1: IMSS. En este grafico circular se
muestra las organizacion y tamafo de los 38 cromosomas (bloques grises; con una escala de 1:10 kb)
que componen el genoma de este parasito. Se muestran los contigs ensamblados en la version anterior
del genoma (cddigos de barras violetas), genes codificantes en la hebra sentido (+, cddigos de barras
verdes) y anti sentido (-, c6digos de barras naranja), arreglos de ARNt (codigos de barras negros),
genes de copia Unica (codigos de barras naranja), y cobertura de lectura mediante PacBio (linea negra)
y de Ilumina (linea azul). Tomado de Kawano-Sugaya, 2020.

3.6 Cromosomas de E. histolytica

En E. histolytica se han ensamblado 38 cromosomas y diversos estudios sugieren que el
genoma es tetraploide, pero ocasionalmente puede presentar mayor ploidia en los niveles
cromosémico y subcromosémico (Kawano-Sugaya, et al., 2020). Estos cromosomas no se
condensan en su totalidad por lo que no se pueden observar cromosomas metafasicos como
en las células eucariontes superiores (Willhoeft et al., 2000). Ademas, se ha observado una
extensa variabilidad en la longitud de los cromosomas homdlogos de diferentes aislados. La
variacion del tamafio cromosémico observada puede deberse a la expansion y contraccion de
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repeticiones subteloméricas, como en otros protistas y se especula que en E. histolytica estas
regiones consisten en arreglos que contienen secuencias que codifican ARNt, lo cual
recientemente fue corroborado al identificar su presencia en alrededor del 70% de sus
cromosomas. Por lo tanto, se predice que estos conjuntos de genes para ARNt unicos,
potencialmente cumplen un papel estructural en el genoma, que podria estar relacionado con
su posible funcion telemérica (Clark C. G., 2006).

Los arreglos que contienen genes para ARNt comprenden casi el 10% del genoma, existen
al menos 25 tipos de esos arreglos, y cada uno codifica entre uno y cinco tipos de ARNt por
unidad de repeticion. Adicionalmente, los arreglos que codifican ARNt tienen repetidos tipo
STR, los cuales podrian desempefiar un papel estructural en el genoma, asi como brindar

proteccion de las regiones terminales de los cromosomas del parasito (Figura 5).
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Figura 5. Analisis de isocoros de 6 diferentes scaffolds de los cromosomas de E. histolytica. Los
scaffolds presentan secuencias repetitivas, las cuales estan encerradas en un circulo rojo. El analisis
de isocoros fue realizado por el M. en C. Helios Cardenas Hernandez.
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Tabla 2. Caracteristicas de las unidades de arreglos que codifican ARNt

Nombre del arreglo Tipo de isoaceptor Unidad longitud (pb) 5S ARN  Num. Acceso a GenBank
[AACC) Ala A6€ 559 X BK 005648
[ALL] Ala®C Leu™A, LEUA 1154 X BK005649
[ASD] Ala™, Ser9“T, AsptTC 1166 X BK005650
[GSCC) Gly“c© 813 X BK005662
[GTCC Gly™c 490 X BK005663
[HETE) His®T¢ 634 X BK005664
[LS] Leu¢, Ser®o 961 X BK005667
[LT] Leu®*S, Thr*¢T 935 X BK005666
[MR] Met“AT, Arg™c 1031 X BK005653
[NK1] AsnCTT Lys¢Tt 1006 X BK005655
INK2] Asn®TT Lys¢™T 1251 X BK005656
[PTCE] Pro™¢¢ 761 X BK005669
[RTCT] Arg™T 686 X BK005654
[RS] Arg*Ac6 846 SI BK005651
[RT] Arg®“T, Thr*6T 964 X BK005652
[SD] SerA, Asp9T© 767 X BK005657
[SSPPCK] Ser*A, Pro”%“, Pro“¢, 1775 X BK005659
CysGCA LysTTT
[SQCK] Ser*®, GIn“™ Cys9“4, 1403 X BK005658
LySTTT
[TQ] ThrT,GIn™™¢ 767 X BK005660
[TX] Thr™T, 1107 X BK005670
[V5] ValTAC 812 SI BK005671
[VF] Val9A€, Phe®4 965 X BK005668
[VMES] Val“AC, Met“?T, GIn“T¢ 1466 SI BK005672
[WI] Trp©“A, IeA™T 1135 X BK005665
[YE] Ttr™ Glu™™ 938 X BK005661

Se enlistan los tipos de isoaceptor de ARNt y su anti-codon. Se proporciona una unidad de longitud, pero a veces estan presentes
otras variantes de longitud que difieren principalmente en el nimero de STR. Tomado y modificado de Clark. 2005
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4. Antecedentes particulares

4.1 Telomeros

Los teloémeros son estructuras esenciales que cubren y protegen los extremos de los
cromosomas lineales. Los telémeros protegen los extremos cromosomicos de los
mecanismos de deteccion del dafio del ADN y de la maquinaria de reparacion. Cuando los
telomeros se vuelven disfuncionales, los extremos se detectan como rupturas de ADN
bicatenario (rupturas de ADN doble cadena). Este reconocimiento da como resultado la
activacion de puntos de control del dafio en el ADN, que desencadenan la senescencia o la
apoptosis, asi como eventos de reparacion de los extremos terminales de los cromosomas
mediante recombinacion no homologa (NHEJ), lo cual genera fusiones intercromosomicas.
La funcidén protectora de los teldmeros estd mediada por las actividades de los complejos

proteicos asociados a los telémeros (de Lange, 2005).

Tabla 3. Secuencias teloméricas en distintos organismos

Organismo Secuencia Telomérica
Vertebrados

Homo sapiens TTAGGG
Artrépodos

Bombix mori TTAGG

Hongos

Saccharomyces cerevisiae TG(2-3) TG(1-6)
Plantas

Arabidopsis thaliana TTTAGGG
Protistas

Plasmodium vivax TTTTGGGG
Giardia lamblia TT(T/C) AGGG
Tripanosoma cruzi TAGGG
Dictyostelium discoideum AG(1-8)

Tomado y modificado de Li, 2005 Rodriguez-Centeno , 2019.

En organismos eucariontes, las proteinas que se unen al telomero desempefian un papel
critico en la regulacion de la longitud y proteccion del cromosoma. Esta maquinaria es
conocida como Telosoma o complejo Shelterin, el cual esta conformado por un conjunto de

6 proteinas: TRF1, TRF2, RAPI1, TIN2, TPP1 y POT1 (Figura 6) (Yang Q, et al., 2007). Las
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proteinas TRF1 y TRF2 reconocen la secuencia telomérica, mientras que POT1 reconoce el
ADN de cadena sencilla del extremo 3 overhang. La subunidad clave del complejo Shelterin
es TIN2, ya que se une simultineamente a TRF1 y TRF2, lo cual contribuye a la
estabilizacion del complejo; mientras que TPP1 interacciona con POT1. El sexto componente
RAP1, es un factor asociado a TRF2 (Diotti y Loayza, 2011). Entre los complejos asociados
a los telémeros, los complejos Shelterin son tnicos ya que retnen las actividades de union a
ADN de POTI1, TRF1 y TRF2. El modelo actual se basa en las interacciones de estos
complejos con los telémeros y se extrapolan a partir de las propiedades de uniéon del ADN
con TRFI1 recombinante, TRF2 y POTI, las cuales estan bien caracterizadas. El complejo
Shelterin tiene una alta especificidad para las repeticiones teloméricas de TTAGGG, debido
a la presencia de multiples pliegues de reconocimiento de TTAGGG en el complejo. Los
dominios de union a ADN SANT/ tipo Myb de TRF1 y TRF2 se unen a la secuencia 5'-
YTAGGGTTR-3"en el ds-ADN, mostrando muy baja tolerancia a los cambios de una sola
base (Figura 6) (Giraud-Panis, 2013).
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Figura 6. Telomeros en organismos eucariontes. A) El telomero es la region cromosomica
terminal, la cual estd conformada por la secuencia TTAGGG repetida en tdandem. Representacion
esquematica de un #-loop en forma de lazo y la hibridacion de la hebra rica en G formando el D-loop.
B) Se muestran las 6 subunidades que conforman el complejo Shelterin (TRF1-TRF2-TIN2-TPP1-
POT1-RAP1). Las proteinas TRF1 y TRF2 se unen al dsADN, mientras que POT1 se une a ssADN
en el extremo 3’. Tomado y adaptado de De Lange, 2010.

4.2 Caracteristicas y funciones de las proteinas TRFs

Las proteinas TRF1 y TRF2 estdn conservadas en eucariontes, desde organismos
unicelulares, plantas y hasta mamiferos, donde se incluyen miembros u homologos
funcionales de factores de union a repetidos teloméricos (TRFs) y miembros de la familia
Telebox. Las proteinas TRF estan involucradas en la arquitectura nuclear y otras funciones
como la regulacion de la longitud del telomero, prevencion de la fusion de cromosomas,

deteccion del dafio al ADN vy la regulacion de la senescencia (de Lange, 2010).
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En Homo sapiens existen dos genes que codifican para TRF1 y TRF2. TRF1 regula de
manera negativa la longitud de los repetidos teloméricos y promueve la replicacion de ellos,
y TRF2 esté involucrada en el ensamblaje del 7-/oop terminal, cubre y protege del extremo
cromosomal, y ademés regula de manera positiva la longitud de los telémeros (Palm and de
Lange, 2008). TRF1 es una proteina con un peso molecular aproximado de 50 kDa, y forma
homodimeros para reconocer la secuencia telomérica de doble cadena, a través de su dominio
de union a ADN Myb (DBD Myb) (Figura 7). La dimerizacion estd mediada a través de un
dominio llamado TRFH (Figura 7) (Broccoli et al., 1997, Bianchi et al., 1997). Esta proteina
estd implicada en el mantenimiento de la longitud de los telémeros, la progresion del ciclo
celular, asi como la reparacion de las rupturas de la doble cadena del ADN. En las células
que expresan la enzima telomerasa, TRF1 actia como un regulador negativo del
mantenimiento de la longitud de los telémeros, mientras que en células con via alternativas
(via ALT), TRF1 media positivamente la recombinacién homologa en los extremos de los
cromosomas, para el mantenimiento de los telomeros (van Steensel y de Lange 1997;

Mogorzewska, 2000).

TRF2 tiene un peso molecular aproximado de 65-69 kDa, también reconoce la secuencia
telomérica de doble cadena mediante su DBD Myb, formando homodimeros por el domino
TRFH (Figura 7). La funcién de esta proteina es bloquear el reconocimiento de los telémeros,
a medida que se rompe la doble cadena de ADN. La pérdida de la funcién de TRF2 conduce
a la activacion de la quinasa ATM, a la formacion de centros inducidos por la disfuncion del
telomero (TIF) y a la induccion de senescencia o apoptosis. En células que carecen de puntos
de control funcionales, los telomeros desprovistos de TRF2 sirven como sustratos para la
activacion de la via NHEJ y dan lugar a fusiones intercromosémicas al igual que las
desprovistas de TRF1. La TRF2 purificada in vitro puede promover el plegamiento de los
telomeros artificiales en estructuras de 7-loop, una propiedad que no posee TRF1

(Mogorzewska, 2000; Nandakumar y Cech, 2013).

34



« OED - (ORI ([ (%D

RAP1-binding TINZ-binding

TRFZ TRFH

TRF1 TRFH
L. Fée

\I.- o

o G 7
TRF1 Myb-dsDNA '-LU!} TRF2 Myb—dsDNA (*0Rg ,

Figura 7. Estructura de los dominios de las proteinas TRF1 y TRF2. Esquema de las proteinas
TRF1 (A) y TRF2 (B), donde se muestra el dominio de dimerizacion TRFH y el dominio de unién a
ADN Myb con el cual se unen a ADN de doble cadena. Tomado de Nandakumar, 2013.

TRF1 y TRF2 comparten la misma arquitectura basica definida por dos regiones
conservadas: un dominio TRFH que media la homodimerizacion y un dominio de unidén a
ADN carboxilo-terminal de la familia SANT / Myb (DBD Myb) (Figura 7) (Broccoli et al.,
1997; Biaud et al., 1996; Fairall ef al., 2001). El dominio TRFH esta en la region N-terminal
de la proteina y ademas de ser responsable de la homodimerizacion, permite la union de las
TRFs a otras proteinas del Shelterin. En esta misma region se encuentra el dominio de unién
al ADN, el cual esta involucrado en el reconocimiento de la secuencia telomérica. Los
dominios TRFH y de union a ADN estan conectados a través de una region enlazadora larga,
presumiblemente no estructurada (Figura 7). Los dominios N-terminales de TRF1 y TRF2
difieren significativamente entre si, ya que en TRF1 posee caracteristicas acidas, mientras
que en TRF2 tiene caracteristicas basicas y es rico en residuos de glicina y arginina (dominio
GAR) (Broccoli et al., 1997). Curiosamente, a pesar de la alta similitud estructural, se ha
demostrado que las proteinas TRF median distintas funciones biologicas. De hecho, su

sobreexpresion o deficiencia desencadenan diferentes respuestas celulares (Walker, 2012)

Las proteinas TRF1 y TRF2 reconocen la secuencia telomérica mediante su DBD-Myb. El

DBD-Myb estd conformado por 3 a-hélices, en una organizacion hélice—vuelta—hélice, en
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donde la tercer a-hélice es la que media el reconocimiento del ADN (Figura 8A). En el DBD-
Myb se pueden identificar tres motivos relevantes para el reconocimiento del ADN: N-
terminal linker, patch acidico y Telebox (Court et al., 2005; Wieczoér, 2014). EI N-terminal
linker se encuentra en una region no estructurada, cercana a la primer alfa-hélice, esta
enriquecido en aminoacidos basicos como arginina y lisina, y se une al surco menor del ADN
(Figura 8A). La region del patch esta formado por aminoéacidos acidos como acido aspartico
y glutdmico, los cuales se unen a las colas del N-terminal de las histonas. Finalmente, el
motivo Telebox contiene la secuencia conservada VDLKDKWRT (VxxKDXXR) en la
region de la tercer a-hélice y aminoacidos que median la interaccion con el ADN (Figura
8A) (Bilaud et al., 1996, Wieczor, 2014). Los complejos TRF-ADN se forman a través de
las interacciones entre los residuos de aminoéacidos y las bases nucleicas, mediadas por la
atraccion electrostatica entre las proteinas cargadas positivamente y los nucleotidos cargados
negativamente (puente salino) y por puentes de hidrogeno, con una contribucién menor de la
asociacion hidrofoba (Figura 8B). En el caso de TRF1, tan solo cuatro residuos de
aminoacidos son responsables de la formacion de practicamente todos los enlaces de
hidrégeno especificos de secuencia. Tres de estos sitios de reconocimiento (Lys-421, Asp-
422, Arg-425) estan ubicados en la tercera a-hélice C-terminal, la cual se une al surco mayor
del ADN; mientras que la presencia de un solo residuo de Arg (R380), en la region N-terminal
del DBD Myb, explicaria la menor especificidad de esta region por el surco menor del ADN

(Wieczor, 2014) (Figura 8C).

Los cuatro residuos mencionados son homoélogos para TRF1 y TRF2, lo que respalda el
supuesto de que el mecanismo de reconocimiento del ADN es muy similar para las dos
proteinas. La secuencia VxxKDXXR en la tercera hélice C-terminal estd altamente
conservada, incluso entre especies relacionadas lejanamente, y sugieren que este motivo es
especifico para la secuencia T[A/T]JAGGG. Por lo tanto, el patrén de conservacion observado
indica que Val418, Lys-421, Asp-422 y Arg-425 estan involucrados en el reconocimiento de
secuencias teloméricas. La Arg-380, como residuo de unién al surco menor, parece ser
insensible a la sustitucion de Arg/Lys, ya que ambos residuos cargados positivamente
parecen ser intercambiables en esta posicion, en la secuencia de la familia TRF. Sin embargo,

estos residuos muestran diferentes patrones de enlaces de hidrogeno, en el surco menor del
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ADN. La cadena lateral de arginina esta involucrada en la interacciéon con T10 y A10',
mientras que el grupo amino de lisina interactia casi exclusivamente con T10 (Wieczor,

2014).

A
Dominio de unlnn aADN MYB
[ Palch acidico Motlvo Telebox VxxKDxxR
H sapiens TRF2 438 DT'TI .vK QKY EEG T TMERLCMN-- 500
H. sapiens TRF1 373 DEKHERL AWL¥ RK GEE _Ah TMKKLKLISS 439
a3
N—termmal linker
B
Puente salino ®® 1. Puente de Hidrogeno

Arg380e
®Arg380
Thr426 e
—» Asp422
Asp422ef
1 —le®Arg425
Val4lg @
) ®Llys42l N-terminal linker

Lys421 &

Motivo Telebox
Figura 8. Dominio de unién a ADN Myb de TRF1 y TRF2. (A) Alineamiento de la secuencia de
aminoacidos del DBD Myb de TRF1 y TRF2, donde se sefialan las 3 alfa hélices y los motivos: N-
terminal /inker, parche acidico y Telebox. (B) Esquema y estructura tridimensional (C) de las
interacciones del DBD Myb de TRF1 con la secuencia telomérica, donde se muestran los residuos de
aminoacidos que forman interacciones con la secuencia telomérica, puentes salinos (anaranjado) y
puentes de hidrogeno (azul). Tomado y adaptado de Wieczor, 2013

4.3 Modificaciones postraduccionales en las proteinas TRF1 y TRF2

Las modificaciones postraduccionales (PTM) de las proteinas inducen una gran variedad de
cambios estructurales y funcionales y constituyen un mecanismo esencial de regulacion de

su actividad bioldgica (Audagnotto, 2017). En el caso de las proteinas TRF1 y TRF2, su
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funcion estd controlada por diferentes PTM, las cuales regulan el mantenimiento telomérico
afectando funciones como las interacciones con otras proteinas, la unién a ADN, la
dimerizacion, y median la localizacion celular, asi como su degradacion. Entre estas se
encuentran la  fosforilaciones, SUMOilaciones, metilaciones, parsilaciones y
ubiquitinaciones, las cuales se encuentran conservadas en los vertebrados (Broccoli ef al.
1997) (Figura 9). La fosforilacion mediada por proteinas cinasas es una PTM con gran
importancia reguladora. En el caso de TRFI1, la fosforilacion afecta la localizacion y
estabilidad de la interaccion con el ADN y estd implicada en la respuesta al dafio en la via de
reparacion del ADN de doble cadena. Ademas, se encuentra implicada en la regulacion de la
union de TRF2 con el ADN telomérico. Por otra parte, TRF1 experimenta poliubiquitinacion,
lo cual es una senal de que puede ser degradada mediante la via del proteosoma. También se
ha evidenciado que la SUMOilacion de TRF1 y TRF2 es importante para el mantenimiento
de la longitud y estabilidad telomérica, ya que se report6 que la perdida de esta modificacion
resulta en el acortamiento e inestabilidad de los telomeros e induccidn de senescencia celular.
Ademas, las proteinas TRF1 y TRF2 SUMOiladas participan en la recombinacion homoéloga
de la via alternativa de alargamiento telomérico (ALT), en células carentes de telomerasa, lo
cual da lugar a los cuerpos APB. A pesar de que la poli-ADP-ribosilacion (parsilacion) de
TRF2 reduce su unién con ADN telomérico, no afecta su participacion en el mantenimiento
de la integridad telomérica. Sin embargo, la parsilacion de TRF1 causa su liberacion de los
teldmeros y la vuelve susceptible a degradacion por el proteosoma, por lo que se ha propuesto
que este mecanismo permitiria el acceso de la telomerasa a los extremos terminales de los

cromosomas (Walker, J. et al. 2012).
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Figura 9. Modificaciones postraduccionales de las proteinas TRF1 y TRF2. En el esquema se
muestran los dominios TRFH, Myb y la sefial de localizacion nuclear (NLS) de las proteinas TRF1
y TRF2. Los sitios de fosforilacion se indican en negro, ubiquitinacion en azul, SUMOilacion en
verde y los residuos de arginina que se metilan en rojo

4.4 Proteinas EhTRF-like de E. histolytica

En el genoma de E. histolytica se identificaron 3 genes que codifican para proteinas que
contienen un dominio de union Myb a ADN similar al de las proteinas TRF y que se
denominaron proteinas de union a repetidos teloméricos, EnTRF- like I, IT y III. Las proteinas
EhTRF-like tienen arquitecturas similares a la de las proteinas TRF humanas. En primer lugar,
tienen un dominio de unién al ADN Myb en el extremo carboxilo terminal, el cual tiene
conservado el motivo Telebox (VDLKDKWRT). En segundo lugar, tienen un dominio
localizado en el extremo N-terminal, de aproximadamente 200 aminoacidos denominado
dominio de homologia (TRFH), que esta relacionado con la homodimerizacion, pero también
esta implicado en la interaccidon con otras proteinas teloméricas. En cuanto a las proteinas
EhTRF-like I y III presentan similitud a la HsTRF1, debido a que en el extremo amino
terminal se encuentran los residuos acidicos, tal como ocurre en la proteina TRF1; de igual
manera tienen similitudes en la masa molecular y en sus puntos isoeléctricos. La proteina

EhTRF-like III presenta similitudes con la proteina HSTRF2, ya que presenta en el extremo
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amino terminal, residuos bésicos y la presencia del motivo de unién a Rap (RBM) (Figura

10).
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Figura 10. Representacion esquematica de los dominios, modificaciones postraduccionales y
estructura de las proteinas, TRF1 y TRF2 de H. sapiens y las proteinas EhnTRF-like I, I y I1I
de E. histolytica. TRFH, dominio de dimerizacion; NLS, sefial de localizacién nuclear; DBD Myb,
dominio de unién a ADN; A, amino terminal acidico; B, amino terminal basico; MW, masa molecular;
y pl, punto isoeléctrico. Tomado de Rendon-Gandarilla, et. al. 2018.

En E. histolytica, los genes que codifican para los factores de union a repetidos teloméricos
pudieran haberse originado debido a duplicaciones en el genoma, que le permitieron
adaptarse al estrés oxidante. En particular, los genes que codifican para ehtrf-like I y II estan
contiguos en el genoma y sus proteinas codificadas presentan un porcentaje de identidad del
93.9%, lo cual sugiere que podrian ser el resultado de una duplicacion. La duplicacion es un
tipo de mutacion que implica la generacion de una o mas copias de un gen o region de un
cromosoma. Las duplicaciones génicas y cromosomicas se producen en todos los organismos,
aunque son especialmente prominentes en las plantas. La duplicacién génica es un
mecanismo importante en el proceso de la evolucion y pueden estar implicadas en la
adaptacion y colonizacion de nuevos nichos. Por ejemplo, durante la evolucion, una copia de
un gen puede continuar realizando la funcion original y la otra copia dar lugar a una nueva
funcion (Lawrence C, 2008). Por esta razon, se cree que los genes que codifican para EnTRF-
like son duplicaciones, que posteriormente sufrieron neofuncionalizacion. Asi se ha

propuesto que en el genoma de E. histolytica, pudieron originarse duplicaciones de los genes
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ehtrf-like en respuesta evolutiva al mecanismo de respuesta al dafio a los telomeros, por estrés

oxidativo.

4.5 Localizacion de las proteinas de EhTRF-like I y I1T

Las proteinas EhTRF-Like I y III se colocalizaron con Lamin B1 y H4K20me3, las cuales
son  marcadores de  periferia  nuclear 'y  heterocromatina  telomérica,
respectivamente. EhTRF-like I y III se ubican cercanas a Lamin B1 y H4K20me3, en la
periferia nuclear o distribuidas en focos (Figura 11A y B), por lo que se propuso que
participan en la proteccion de los extremos terminales del cromosoma de E. histolytica. Por
otro lado, por medio de microscopia electronica de transmision (MET), en trofozoitos que
sobreexpresaban a la proteina EnTRF-like III, se localizo a esta proteina enriquecida en las
regiones de heterocromatina o cromatina altamente condensada, cerca de la periferia nuclear
(Figura 11C). Estos datos muestran que EnTRF-like III se encuentra en regiones de cromatina
con alto grado de compactacion, compatible con regiones teloméricas (Rendon-Gandarilla et

al., 2018).
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Figura 11. Localizacion de las proteinas EhTRF-like 1 y I1I en E. histolytica. A 'y B) Deteccion
por microscopia confocal de las proteinas EhTRF-like I y III con los marcadores de funcion
telomérica Lamin B1 y H4K20me3. Se muestra a EhTRF-like I (magenta), EnTRF-like III (verde),
Lamin B1 (rojo), H4K20me3 (verde) y a los nucleos contratefiidos con DAPI (azul). Las puntas de
flechas blancas indican colocalizacion de las proteinas en la periferia nuclear. ph c, contraste de fase.
C) Inmunodeteccion con oro coloidal por MET de EhTRF-like III, en nucleos de trofozoitos que
sobreexpresan a la proteina EnTRF-like III. Panel h: amplificacion del recuadro (D) N, nucleos y C,
citoplasma. Flechas: particulas de oro. Tomado y modificado de Rendon- Gandarilla et. al., 2018.

4.6 Interaccion las proteinas EhnTRF-like I y III con secuencias de ADN

Una de las preguntas planteadas en el estudio de las proteinas EhTRF-like I, I y III es si
reconocen secuencias teloméricas, debido a que tienen una identidad del 31% en su DBD
Myb con las proteinas HsTRF; y si ademas pueden reconocer los repetidos tipo STR,
presentes en los arreglos de ARNts que se proponen como secuencias teloméricas en este
organismo. Es por ello, que mediante ensayos EMSA se estudio si la proteina EnTRF-like I
recombinante (rEhTRF-like I) podria reconocer la secuencia derivada del arreglo de ARNt
[NK1]. En la Figura 12A se observa que la proteina rEhTRF-like I puede formar un complejo
ADN-proteina con esta secuencia. De manera interesante, el complejo ADN-proteina
compiti6é especificamente con la secuencia telomérica candnica humana y no asi con una

secuencia no relacionada (Figura 12A). Este hallazgo demostrd que las secuencias derivadas
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de los STR pueden ser reconocidas por las proteinas EnTRF y que estan relacionadas a la

secuencia telomérica canoénica (Rendoén-Gandarilla, 2018).

La union de las proteinas EhTRF-like se corrobor6 empleando un ensayo de ELISA-DPI
(DNA Protein Interaction) para evaluar la interaccion ADN-proteina EhTRF. Para ello, se
utilizaron dos secuencias derivadas de los STR de los arreglos de ARNt: secuencia derivada
del arreglo [NK1] (EhTR) y secuencia derivada del arreglo [RT°T] (EhTR2); y también se
usaron diferentes fragmentos del arreglo de ARNt de [GlyS““] (Figura 12B). Las proteinas
EhTRF-like I y III forman complejos ADN-proteina y tiene especificidad con secuencias
STR y diferentes fragmentos de secuencias de los arreglos de ARNt derivados del genoma
de E. histolytica, lo cual indica que estas secuencias podrian estar relacionadas con

secuencias teloméricas (Jordan Alejandre, 2020).
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Figura 12. Las proteinas EhnTRF-like I y III se unen a las secuencias STR de ADN presentes en
los arreglos de ARNt de E. histolytica. A) Ensayo de EMSA empleando la proteina rEhTRFlike I y
como sonda marcada radioactivamente la secuencia obtenida de un STR del arreglo de ARNt EhTel
(TTAGTATT). Se realizaron competencias empleando concentraciones crecientes de las secuencias
EhTel, HsTel y mut-Tel (Rendon- Gandarilla ez. al. 2018). B) Ensayo de ELISA-DPI para determinar
la unién de las proteinas EnTRFlike I y I1I a diferentes fragmentos del arreglo de ARNt de [Gly“““],
secuencia derivada del arreglo [NK 1] (EhTR) y secuencia derivada del arreglo [R™"] (EhTR2). Tesis
de Jordan-Alejandre, 2020.

4.7 La proteina EhTRF-like 11

Las proteinas EhTRF-like I y II presentan una identidad del 93.94% en su DBD Myb y se
encuentran ubicadas de manera contigua en el mismo contig del genoma de este organismo,

por lo que se ha propuesto que pudieron haberse duplicado (https://amoebadb.org/). La
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proteina EhTRF-like II tiene un extremo amino terminal acidico, una masa molecular
predicha de 51.5 kDa y un punto isoeléctrico de 6.68, lo cual ha permitido proponer que esta
mas relacionada con la proteina HsSTRF1 y que su funcion podria estar relacionada con la
proteccion y estabilidad genomica, la regulacion de la longitud telomérica, evitar la fusion
de los extremos terminales de los cromosomas y regular la senescencia. La expresion en
trofozoitos en condiciones basales de EnTRF-like II es mas baja en comparacion con EnTRF-

like Ty IIL.

De manera interesante, recientemente se identifico, mediante ensayos de pull-down, que
EhTRF-like II interacciona con la proteina recombinante rEhTRF-like I (tesis Guemez, 2020),
lo cual nos permite sugerir que EnTRF-like I y II pudieran forman un heterodimero como se
ha visto en proteinas TRFs en plantas (Figura 13). A pesar de que nuestro grupo de trabajo
ha estudiado a las EhnTRF-like, especificamente se ha concentrado en las EnTRF-like I y II;
por lo que en este proyecto nos propusimos caracterizar a la proteina EhTRF-like II, para

revelar su rol en el mantenimiento de los extremos de los cromosomas de este parasito.

Citoplasma

Actina F nuclear

Lamina B1

EhTRF-like | “h -
i 8 e
TTAGTREETEASTA STA T 5 TTTAGERT TNNNNNNNNNNNN
AATCATAAATCATARATC. LSy, CETARAATCATAR

Telémero

Figura 13. Modelo de interacciones proteina-proteina en la region telomérica de E. histolytica.
Se observan las interacciones de la proteina EhTRF-like I con EhTRF-like II formando un
heterodimero sobre la doble cadena de ADN. También se observa la interaccion con las proteinas
SMC, y Arp2/3; asi como la presencia de las histonas H1.4, involucradas en la formacion de la
heterocromatina. (Tesis Guemez M. 2020).
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5. Justificacion

La amibiasis constituye un grave problema de salud en México y en el mundo, por lo que es
importante conocer los mecanismos a nivel molecular que permiten la supervivencia y
patogenicidad de E. histolytica durante la invasion a los tejidos. Por otro lado, se conoce que
las proteinas TRFs, en humanos, protegen las regiones teloméricas durante la proliferacion y
la exposicion al estrés oxidante proveniente de la respuesta inmune. Asi que el estudio de las
proteinas TRF-like de E. histolytica, contribuira a entender los mecanismos de proteccion de
los extremos de los cromosomas de este parasito, en condiciones basales de crecimiento y

durante la proliferacion celular.
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6 Hipotesis
La proteina EhTRF-like II se localiza en el ntcleo de los trofozoitos de E. histolytica y su

DBD presenta motivos conservados que le permiten unirse a secuencias relacionadas con las

regiones terminales de los cromosomas.
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7. Objetivo General

Estudiar la estructura y localizacion de la proteina EnTRF-like II de E. histolytica.

7.1 Objetivos particulares

1. Identificar in silico los motivos conservados en el DBD de la proteina Eh'TRF-like II.

2. Predecir las modificaciones postraduccionales de la proteina EhTRF-like II que
modifiquen su interaccion con el ADN y su localizacion subcelular.

3. Determinar mediante docking molecular la interaccion del DBD de EhTRF-like II
con secuencias tipo STR de E. histolytica.

4. Determinar la distribucion subcelular de la proteina En'TRF-like II en trofozoitos y su

colocalizacion con proteinas relacionadas con la proteccion telomérica.
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8. Estrategia Experimental

Analisis de DBD Myb
de EhTRF-like Il '

Objetivo 1 [ [(V/LIDISILIK/RIDKW/YIR

Busqueda de ofras TRF-like
- Entamoeba

- Acanthamoeba

- Naegleria

- H. sapiens

Alineamiento DBD Busqueda de motivos

Myb funcionales (MEME)
(CLUSTALW) - Telebox

- Parche acidico
- N Linker

The MEVE Suite

(MEGA)
@ MEGA

Objetivo 3

Objetivo 2

SUMOgo

SUMOylation prediction tool

DIANNA 1.1 web server

Objetivo 4

Se obtuvieron las estructuras 3D por
Supercomputing Facility for Bioinformatics
& computational Biology IIT

Joduoc

Se obtuvieronlas
estructuras 3D por |-
TASSER / Robetta PDB
(1BA5) HsTRF1

HSTEL G(TTAGGG),
EnTel (TTAGTATT),
No-Rel (CGATCGAT),

' PDB DBD-EhTRF-like Il l PDE de EhTel
FDE de HsTel

PDB de Mo Rel

Interaccion por Docking Molecular
Software NPDock / HADDOCK 2.4

UCSF Chimera Visualizacion y analisis de
estructuras moleculares
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9. Materiales y Metodologia
9.1 Analisis bioinformatico

Para identificar a las proteinas TRF-like codificadas en el genoma de los miembros del
género Entamoeba y de las amibas Naegleria folwleri y Acanthamoeba castellani, se utilizd
la expresion regular [V/L][D/S]L[K/R]DK[W/Y]R, correspondiente al motivo Telebox,
como sonda para realizar una busqueda en la base de datos AmoebaDB de los posibles
ortdlogos de TRF-like. Las secuencias de aminoéacidos del DBD de las TRF-like se alinearon
con las secuencias de TRF1 (UniProtKB: P54274) y TRF2 (UniProtKB: Q15554) de Homo
sapiens empleando el programa ClustalW2.

Para determinar la relacion evolutiva entre las proteinas ortdlogas a TRF en los géneros de
Entamoeba, Acanthamoeba y Naegleria, se realiz6 un andlisis filogenético de las secuencias
del DBD Myb mediante el programa MEGA X (https://www.megasoftware.net/) y el método
de sustitucion Neighbor-Joining para 1000 replicados y se construyo el arbol filogenético
correspondiente. Este andlisis se realizd también con la secuencia completa de aminoacidos
de las proteinas TRF-like del género Entamoeba, utilizando el programa phylogeny.fr y como
método de sustitucion Maxima Similitud para 1000 replicados. Las secuencias de las
proteinas TRF-like también se analizaron con el programa MEME (meme-
suite.org/meme/tolos), para identificar firmas y motivos conservados.

Por otra parte, para predecir sitios susceptibles a modificaciones postraduccionales se utilizd

el servidor NethPhos 3.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/), que predice sitios de

fosforilacion de serina, treonina o tirosina en proteinas eucariotas, utilizando conjuntos de
redes neuronales, y realiza predicciones tanto genéricas como especificas de cinasas (ATM,
CKI, CKII, INSR, PKA, PKB, PKC, entre otras). Para la prediccion de SUMOilaciones se
utilizd la herramienta SUMOgo (http://predictor.nchu.edu.tw/SUMOgo/), la cual utiliza

algoritmos que toman en cuenta las propiedades fisicoquimicas y bioquimicas de proteinas o
motivos consenso. Para la prediccion de puentes disulfuro se utilizdo el servidor web

DiANNA 1.1 (http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/), el cual usa una red neuronal que

incluye informacion de enlaces disulfuro extraidos de proteinas reales, estructura secundaria,
regiones flanqueantes y algoritmos para reconocer pares de cisteinas que puedan formar

puentes disulfuro. Para realizar los diagramas de la proteina y ubicar las modificaciones
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postraduccionales se empled el software IBS Ilustrator for Biological Sequences

(http://ibs.biocuckoo.org/).

9.2 Docking Molecular

La prediccion y modelado de la estructura terciaria del DBD de la proteina EhTRF-like II
(DBD-EhTRF-like  II) se  realizo  empleando los  servidores  Robetta

(https://robetta.bakerlab.org/index.html), que utiliza un método de prediccion de Novo (ab

intio) e I-Tasser (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), el cual utiliza modelos

comparativos y datos de plantilla, que permiten alineamientos de secuencias para modelado
por homologia. Como control se empled la estructura tridimensional del DBD de HsTRF1
(PDB:1ba5). Los modelos tridimensionales de las secuencias de ADN de doble cadena,
empleadas en este trabajo, se obtuvieron mediante el servidor web Supercomputing Facility
for  Bioinformatics & computational ~ Biology  IIT (http://www.scfbio-
titd.res.in/software/drugdesign/bdna.jsp), el cual predice la estructura tridimensional basado
en pardmetros conformacionales extraidos de estudios experimentales de difraccion de fibras
de ADN. Las secuencias empleadas fueron la secuencia canonica telomérica humana
(HsTel), la secuencia derivada del arreglo de ARNt [NK1] y una secuencia no relacionada
(Tabla 4). La interaccion de las diferentes secuencias de ADN y el DBD-EhTRF-like II se
realizd mediante docking molecular (DM), empleando los servidores NPDock
(http://genesilico.pl/NPDock/) y HADDOCK 2.4 (https://wenmr.science.uu.nl/haddock?2.4/).
Para visualizar y analizar los modelos de las diferentes estructuras de proteinas, ADN y de
los complejos ADN-proteina, se utilizd6 el programa UCFS  Chimera

(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).

Tabla 4. Secuencias de ADN relacionadas con repetidos teloméricos

Nombre de la secuencia Secuencia Origen

HsTel GTTAGGGTTAGGG Secuencia teldmerica

candnica humana

EhTel TTAGTATTTTAGTATT Secuencia derivada del
arreglo de ARNt [NK1]
NonRel CGATCGATCGATCGAT Secuencia no relacionada

En negritas se muestra el elemento repetido dentro de cada secuencia.
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9.3 Cultivo de trofozoitos de E. histolytica

Los trofozoitos de E. histolytica (cepa HM1: IMSS) se cultivaron a 37 °C en medio TYI-S-
33, suplementado con 15% de suero bovino (BIOWEST), y una mezcla de vitaminas
Diamond (Sigma-Aldrich) al 1% (Diamond et al., 1978). Los trofozoitos se cosecharon
durante la fase de crecimiento logaritmico, enfriando las placas en hielo durante 15 min.
Posteriormente, se transvasaron a tubos falcon de 50 mL y se centrifugaron a 1,500 rpm
durante 7 min a 4° C, para preparar los extractos de proteinas totales o para realizar estudios

de microscopia (Azuara-Liceaga et al, 2018).

9.4 Obtencion de extractos de proteinas totales, citoplasmaticas y nucleares de
amiba

Para obtener los extractos de proteinas totales después de cosechar los trofozoitos, se lavaron
en PBS 1X pH 6.8 (NaCl 137 mM, KCl1 2.7 mM, NaxHPO4 8 mM, y KH2PO4 2 mM), a 1,500
rpm por 5 min. Posteriormente, se realizd el conteo celular en una camara de Nuebauer y se
colectaron 3x 10° células en tubos Eppendorf, a las cuales se les adiciond Tris-pHMB 100
mM (Sigma-Aldrich), 1 uL. de E64 10 Mm (Sigma-Aldrich), 1 uL de PMSF 200 mM (Sigma-
Aldrich) y 5 uL de Complete™ Protease inhibidor cocktail (Sigma-Aldrich). A continuacion,
la suspension celular se sometido a 3 ciclos de congelamiento y descongelamiento, se
centrifugoé a 1,400 rpm durante 5 min a 4 °C y finalmente se recuperaron los sobrenadantes.
Los extractos obtenidos se cuantificaron por el método de Bradford y se analiz¢ la integridad

de las proteinas por SDS-PAGE.

La obtencion de proteinas citoplasmaticas y nucleares, asi como de los extractos nucleares
solubles (Ns) de los trofozoitos, se llevé a cabo empleando el método descrito por Schreiber
et al. (1989). Para ello, 3x10° trofozoitos que se encontraban en fase de crecimiento
logaritmico, se cosecharon por centrifugacion a 2,000 rpm, durante 5 min a 4°C. La pastilla
se lavo dos veces con PBS 1X pH 6.8. Las pastillas de células se re suspendieron en 400 pL
de buffer frio A (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1
mM DTT, y 0.5 mM PMSF) y los trofozoitos se incubaron en hielo durante 15 min, para

favorecer la turgencia de los mismos, después se afiadio 25 pL de solucion NP-40 al 10%
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(Sigma-Aldrich) y se agitd vigorosamente durante 30 seg en vortex. El homogeneizado se
centrifugd durante 10 min a 14,000 rpm y, se recupero6 el sobrenadante. El sobrenadante,
contiene los extractos citoplasmaticos y la pastilla que contiene los nucleos de los trofozoitos.
Los nucleos se re suspendieron en 1 mL de buffer A conteniendo sacarosa 0.34 M, luego se
mezclaron y centrifugaron durante 10 min a 14, 000 rpm. El sedimento nuclear se
resuspendi6é en 50 uL de buffer C frio (HEPES 20 mM, pH 7,9; NaCl 0.4 M; EDTA 1 mM;
EGTA 1 mM; DTT 1 mM y PMSF 1 mM) a 4°C durante 15 min. A continuacién, la
suspension nuclear se centrifugé durante 10 min a 13,000 rpm a 4 °C, y se recuper? el
sobrenadante, el cual contiene los extractos nucleares solubles (Ns), y se conservd en
alicuotas a -70 °C hasta su uso, mientras que el sedimento nuclear se lisd en buffer RIPA
(Tris-CI 50 mM, pH 8, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, Triton X100 al 1%, y SDS al 0,1%).
Posteriormente, para romper la cromatina, el sedimento nuclear lisado en buffer RIPA frio
se sonico aplicando tres pulsos de 30 s (30% de potencia) y un periodo refractario entre ellos
de 2 min. Por ultimo, la muestra se centrifugd a 14,000 rpm a 4 °C durante 10 min y el

sobrenadante se rotuld como fraccion nuclear insoluble (Ni).

9.5 Cuantificacion de los extractos proteicos

La concentracion de las proteinas extraidas se determind mediante el método de Bradford
(Bio-Rad), para lo cual se construy6 una curva estandar que relaciona la absorbancia a 595
nm contra la concentracion de BSA. Primero, se diluy6 el reactivo de Bradford (Bio-Rad) en
una relacion 1:4 y se filtrd, con ayuda de una pirinola, a través de una membrana de papel
Whatman #1 y protegido de la luz. Después, en una placa de 96 pozos, se adicion6 a cada
pozo 200 pL de la solucion recién diluida de Bradford y 10 uL de BSA disuelta en agua
desionizada estéril a diferentes concentraciones (150, 450, 600, 750 y 1005 ng/uL) por
triplicado; y se incub6 a temperatura ambiente por 5 min. A continuacion, se midio la
absorbancia de cada pozo en un espectrofotometro a 595 nm, se graficé la absorbancia contra
la concentracion de BSA y se ajustd una ecuacion de regresion lineal. Para estimar la
concentracion de proteinas de las muestras se realiz6 el mismo procedimiento experimental
descrito para construir la curva y los valores de absorbancia obtenidos se interpolaron en la

ecuacion de regresion obtenida. Cada muestra se analizo por triplicado.
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9.6 Separacion de proteinas por SDS-PAGE y Western blot

Las proteinas de los extractos totales, nucleares solubles e insolubles y citoplasmaticos
obtenidos previamente, se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con
SDS (SDS-PAGE). Para ello, el gel separador se prepard con acrilamida al 12%, bis-
acrilamida al 0.9%, Tris-HC1 0.375 M pH 8.8 y SDS al 0.1% se polimeriz6 agregando 0.05%
de persulfato de amonio (PSA) y 0.03% de TEMED. El gel concentrador se prepard con
acrilamida al 5%, bis-acrilamida 0.36%, Tris-HC1 0.125M pH 6.8, SDS al 0.1%, PSA 0.055
y TEMED al 0.005%. Para correr el gel, se cargaron 40 nug /mL de cada extracto de proteinas,
resuspendidas en buffer de carga 10X (Tris-HCI 1M; 50% glicerol; 1% SDS; 1% azul de
bromofenol y 10% B-mercaptoetanol), y calentado a 100°C durante 5 min. La electroforesis
se realiz6 en buffer de corrida 1X (Tris base 0.125M; glicina 0.96 M y 0.5% SDS) durante
20 min a 70 V. A continuacidn, se elevo el voltaje a 100 V durante 10min. Al concluir la
electroforesis se tifio el gel durante 2 h con azul de Coomasie 0.5 g/L (Bio-Rad);
posteriormente se destifio con solucion destefiidora (metanol 45% y acido acético 10%), hasta
que quedaran solamente evidenciadas las bandas de proteinas. El gel duplicado sin tincion
fue transferido a membranas de nitrocelulosa de 0.45 pm (Bio-Rad), en una cdmara semiseca
de transferencia Trans-Blot turbo (BioRad) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para
ello se monto el sistema de transferencia en el siguiente orden: dnodo, papel filtro, membrana
de nitrocelulosa (Bio-Rad), gel de poliacrilamida, papel filtro y catodo. Todos los materiales
utilizados para el ensayo fueron incubados en buffer de transferencia (Tris base 25 mM,
glicina 190 mM y metanol 20%, pH 8.3) frio durante 5 min y se mantuvieron ligeramente
humedos durante el montaje. Para llevar a cabo la transferencia de las proteinas se aplic6 20
V durante 20 min con amperaje constante. Una vez concluido este tiempo y siguiendo el
protocolo se desmonto el sistema, se colocd cuidadosamente la membrana de nitrocelulosa
en un recipiente de fondo plano y se incubd 5 min con rojo de Ponceau S (Sigma-Aldrich).
Al terminar la tincion se decanto el colorante y se lavo la membrana con agua desionizada

estéril, hasta visualizar las bandas en la membrana.

Para los ensayos de Western Blot (WB), las membranas se incubaron 1 h a 37°C con leche

descremada (Carnation) al 1.5%. Al concluir se lavo rapidamente con buffer de lavado TBST

53



(NaCl 137mM, Tris 20mM, Tween 20 0.025%) y se incubaron durante toda la noche a 4°C
con buffer de bloqueo nuevo, en un rotador seroldgico (LW Scientific) a 100 rpm. Al finalizar
el bloqueo, la membrana se lavd vigorosamente durante 1 h con 6 cambios de buffer de
lavado. Al concluir este proceso de lavado, la membrana se incubo con el anticuerpo primario
a-EhTRF-like II (1: 1,000), toda la noche a 4°C, en un rotador serologico (LW Scientific), a
velocidad de 100 rpm. Posteriormente, se lavd la membrana con el mismo programa de
lavado descrito anteriormente con buffer TBST, y luego se incubaron durante 2 h con los
correspondientes anticuerpos secundarios marcados con peroxidasa de rabano (HRP) (1:
8,000, Santa Cruz Biotechnology) en un rotador serologico a 100 rpm. Al concluir la
incubacién se lavé nuevamente la membrana y se adicion6é 500 pL de sustrato Luminata
Forte (Merck-Millipore) y se incubd 20 seg. Las bandas de proteinas se revelaron por
quimioluminiscencia en el equipo Chemidoc (Bio-Rad), con periodos de 10 y hasta 100 seg
de captura. También se revelaron las imagenes por autoradiografia, utilizando Luminata

Forte (Merck-Millipore) y en un cuarto oscuro.

9.7 Obtencion y titulacion del anticuerpo anti- EhnTRF-like 11

Para generar el anticuerpo anti EnTRF-like II se disefi¢ un péptido, a partir del andlisis de la
secuencia de aminoacidos de la proteina, que permitiera identificar una region diferencial
entre las tres proteinas EhTRF-like. Para ello se realizo el alineamiento de la secuencia de
aminoacidos de las proteinas EhTRF-like I, II y III, mediante el programa Bioedit

(https://bioedit.software.informer.com/), para determinar regiones divergentes. Una vez

seleccionada la region, se hizo una prediccion de epitopos B para finalmente seleccionar el
péptido diferencial CIEDKCIVAHHIIDQ, el cual se mand¢ a sintetizar acoplado a KLH (GL
Biochem). En la Figura 14A se muestra el alineamiento de las tres proteinas y la secuencia
del péptido sintetizada. Antes de la inmunizacidn, se obtuvo el suero pre inmune de un conejo
macho Nueva Zelanda de 2 kg. Después, dicho conejo se inmunizé con 500 pg del péptido
por via subcutanea, con el adyuvante Titermax (Sigma-Aldrich) (durante 5 ocasiones con
intervalos de 15 dias) (Figura 14B). Para la titulacion del anticuerpo a-EhTRF-like II, se
empleo el suero proveniente del 4to sangrado y los extractos de proteinas totales de los

trofozoitos como blanco. Para ello, estas proteinas se separaron en un gel preparativo SDS-
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PAGE al 12%, y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa la cual se bloque6 con 5%
de leche en polvo (Carnation) en TBS-T. Posteriormente, diferentes réplicas de la membrana
se incubaron con diferentes diluciones (1:100, 1:250, 1:500 y 1:1000) de los sueros pre
inmune e inmune durante toda la noche a 4°C. A continuacion, las membranas se lavaron tres
veces con TBS-T y se les adiciono el anticuerpo secundario (HRP-anti-IgG de conejo) diluido
1: 25,000 en TBS-T por 2 h, a temperatura ambiente y con agitacion. Finalmente, las
membranas se lavaron tres veces con TBS-T, la senal se reveld con HRP Western Luminata

Forte (Merck Millipore) y se visualizé con Chemidoc MP de Bio-Rad.
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Figura 14. Obtencién del anticuerpo anti-EhTRF-like II. A) Alineamiento de las secuencias de
aminoacidos de las proteinas EhnTRF-like I, II y III con Bioedit y la secuencia del péptido. B)
Esquema de inmunizacién del conejo macho Nueva Zelanda. La flecha sefala el sangrado empleado
en la titulacion del anticuerpo.
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9.8 Localizacion subcelular de EhTRF-like II por inmunofluorescencia y
microscopia confocal

Para determinar la localizacion de la proteina EnTRF-like II se cultivaron los trofozoitos de
E. histolytica en placas de 6 pozos, conteniendo un cubreobjeto estéril dentro de cada pozo.
En cada pozo se inocularon 8 x 10° trofozoitos en 200 uL de medio de cultivo TYI-S-33 y
para que las células se pegaran se incub6 durante 30 min a 37°C. A continuacion, sin retirar
el medio de cultivo, se adicion6 1 mL de etanol absoluto a -20°C por las paredes de cada
pozo y se incubd durante 20 min a temperatura ambiente para fijar y permeabilizar las células
adheridas a los cubreobjetos. Posteriormente, se elimin6 el contenido de cada pozo y los
cubreobjetos se lavaron tres veces con PBS pH 6.8, a 37°C por 30 min. Luego, los
cubreobjetos se incubaron con ImL de NH4Cl 50 Mm, durante 30 min a 37°C, se retir6 el
NH4Cl y se adicion6 ImL de BSA/PBS pH 6.8 al 1% y se incub6 30 min a 37°C. A
continuacion, los cubreobjetos se incubaron toda la noche a 4°C con dos diluciones diferentes
(1:50 y 1:100) del anticuerpo a-EhTRF-like II. Posteriormente, las células adheridas a los
cubreobjetos se lavaron 4 veces con ImL de PBS pH 6.8 y se incubaron con el anticuerpo
secundario anti-conejo FITC a una dilucion 1:250 a 37°C durante 1 h y en la oscuridad. Los
portaobjetos se montaron con Vectashield, el cual contiene 10 pL. de DAPI (Vector Lab),
sobre la cara del cubreobjeto donde se encuentra el cultivo. Finalmente se selld el porta-
cubreobjeto con esmalte transparente, las imagenes se visualizaron a través de un sistema de
escaneo confocal de microscopio invertido Nikon (Leica TCS SP2) y se analizaron mediante
el software Confocal Assistant, con la asesoria de la Dra. Abigail Betanzos en la Unidad de

Microscopia del Cinvestav-IPN.
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10 Resultados

10.1 Identificacion in silico de los motivos conservados en el DBD Myb de la

proteina EhTRF-like II.

Las proteinas TRF tienen un dominio de unién DBD Myb de un solo repetido (R2/R3). Este
repetido esta conformado por aproximadamente 50 aminoacidos que forman tres hélices alfa,
siendo la tercera hélice la que esta involucrada en la interaccion con el ADN (Bilaud et al.
1996). En las proteinas ortélogas a TRF en humanos se han identificado tres motivos
relevantes para la union a ADN, entre los que se encuentran: el parche acidico, importante
para estabilizar el ADN cuando interacciona con el extremo N-terminal de proteinas histonas;
el N-terminal /inker conformado por lisinas, las cuales se unen al surco menor de la doble
cadena de ADN telomérico; y el motivo Telebox (VxxDKxxR) presente en la tercera a-hélice
que es quien establece las interacciones con el surco mayor del ADN. Con esta informacion,
en este trabajo nos propusimos identificar a los ortélogos de las proteinas TRF en
protozoarios del género Entamoeba y en las amibas Naegleria folwleri y Acanthamoeba
castellani. Para ello, se realizd una busqueda de todas las proteinas TRF-like en la base de
datos AmoebaDB, utilizando como sonda la expresion regular
[V/L][D/SILIK/R]DK[W/Y]R, la cual corresponde al motivo Telebox, presente en el DBD
Myb. Este analisis se revelo la existencia de 18 secuencias de proteinas TRF-like, codificadas
en los genomas de E. histolytica, E. dispar, E. moshkovskii, E. invadens, E. nuttalli, N.
folwleri 'y A. castellani. Las secuencias de aminoacidos del DBD de las 18 proteinas TRF-
like se alinearon con las secuencias de TRF1 y TRF2 de Homo sapiens, empleando ClustalW.
El alineamiento mostré que todas las secuencias del DBD Myb analizadas conservan el
motivo Telebox (VxxKDxxR) (Figura 15); y que los residuos de valina, lisina, asparagina y
arginina, implicados en el reconocimiento especifico de la secuencia telomérica en H.
sapiens, también estan presentes en este motivo del dominio DBD Myb de las proteinas TRF-
like de estos protozoarios. Sin embargo, cabe destacar que las proteinas de Acanthamoeba 'y
Naegleria fueron las que presentaron mayor divergencia en la secuencia del DBD Myb. Asi,
en Naegleria se observaron sustituciones conservadas de leucina por valina y de arginina por

lisina.
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Dominio de Unién a DNAMYB

HsTRF2 372 427
HsTRF1 444 495
EHI 001110 260 411
EHI 001090 205 346
EHI 148140 352 03
EDI 319270 298 3419
EDI 319290

- 359 410
EDI 335110 e 290
EIN 023650 20
EIN 079420 369
ENU1 095160 9371 42
ENU1 201180 29 347
ENU1 201200 351 402
EMO 105990 359 410
EMO 106010 297 348
EMO 113880 355 406
EMO 114270 272 323
ACAl 276450 499 550
ACAl 058370 505 556
NF0021980 414 465

Motivo Telebox: VixKDxxR

Figura 15. Dominio de union a ADN de las proteinas homdélogas a HsTRF, en protozoarios de
los géneros Entamoeba, Acantamoeba y Naegleria. Alineamiento multiple de los 51 aminoacidos
del DBD Myb, presentes en las proteinas de Entamoeba, Naegleria, Acanthamoeba y H. sapiens. En
la figura se muestra la posicion de las 3 a-hélices, el motivo Telebox presente en la tercer o-hélice y
las cisteinas conservadas en el género Entamoeba (flecha roja).

De manera adicional, se determind la relacion evolutiva entre la proteina EnTRF-like II y las
proteinas ortdlogas a TRF en otras especies de Entamoeba, Acanthamoeba y Naegleria
mediante la realizacion de un analisis filogenético. Empleando las secuencias de aminoacidos
del DBD Myb de todas las proteinas TRF-like se construy6 un arbol filogenético que agrupd
a las proteinas en dos clados. En el clado I se encontraron las proteinas con caracteristicas
similares a HSTRF1 en donde estan agrupadas EnTRF-like I y II. En tanto que en el clado II
se agruparon las proteinas similares a HsSTRF2, donde se ubico EhTRF-like III (Figura 16A).
Las proteinas TRF-like de Acanthamoeba y Naegleria no se agruparon en ninguno de estos
dos clados (Figura 16A). Debido a que no se resolvieron las ramas relacionadas con las
proteinas similares a EnTRF-like I y I1, se realizé un analisis adicional en el que se emplearon
las secuencias de aminoacidos completas de todas las proteinas TRF de las proteinas del
género Entamoeba (Figura 16B). En este andlisis si se pudieron resolver tres ramas, las cuales
separaron a las proteinas en 3 clados los de las proteinas tipo TRF-like I, I y III (Figura 16B).
El clado de las proteinas TRF-like II es en donde se agrupan un menor nimero de ortélogos.

Las proteinas de E. invadens no se agruparon con ninguno de esos clados.
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97 H. sapiens TRF2
H sapiens TRF1

ENU1 201180 | Entamoeba nuttalli
ENU1 201200 | Entamoeba nuttalli
EDI 319290 | Entamoeba dispar
86 | EhTRF-like | Entamoeba histolytica HM-1:IMSS
© EhTRF-like Il Entamoeba histolytica HM-1:IMSS
— EDI 319270 | Entamoeba dispar
— EMO 105990 | Entamoeba moshkovskii
s ENU1 095160 | Entamoeba nuttall
<| EDI 335110 | Entamoeba dispar
EhTRF-like Ill | Entamoeba histolytica HM-1:IMSS
EMO 106010 | Entamoeba moshkovskii *
EIN 079420 | Entamoeba invadens
EMO 114270 | Entamoeba moshkovskii
EMO 113880 | Entamoeba moshkovskii
53 EIN 023650 | Entamoeba invadens
ACA1 276450 | Acanthamoeba castellanii str. Neff
ACA1 058370 | Acanthamoeba castellanii str. Neff
60 NF0021980 | Naegleria fowleri

sp_P54274_TERF1

1
—_ sp_Q15554 TERFZ
EIN_079420
EIN_023650

100 ——— EMO_113880
EMO_105980 i _
EDI_318290 jTRE-1ike L
EHI 001080

ENU1_201180
EDI_319270 ;
EHI_001110 {TRE-like II
ENU1_201200 '
EMO_106010

EMO_114270 |

EDI_335110 {RE-Like 1L
EHI_148140 |

ENU1_095160

86

D.8

Figura 16. Arboles filogenéticos de las proteinas TRF-like de los géneros Entamoeba,
Acanthamoeba y Naegleria. A) Arbol filogenético construido a partir del alineamiento multiple de
las secuencias de 51 aminoacidos del DBD Myb de las 18 proteinas TRF-like. El analisis filogenético
se llevo a cabo usando el programa MEGA X y como método de sustitucion Neighbor-Joining para
1,000 replicados. Los valores de Bootstrap se muestran en los nodos. B) Arbol filogenético construido
con la secuencia completa de aminoacidos de las proteinas TRF-like del género Entamoeba. El
analisis filogenético se llevd a cabo usando el programa phylogeny.fr y como método de sustitucion
Maxima Similitud para 1,000 replicados. Los valores de Bootstrap se muestran en los nodos.
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Se estudio también la ubicacion de los genes que codifican para las proteinas TRF-like I,
TRF-like II y TRF-like III en los diferentes genomas de los organismos estudiados. Se
encontrd que el mapa fisico de estos genes es semejante en todos los organismos estudiados
(Figura 17). En particular, los genes trf-like [ y trf-like II se encuentran contiguos en los
genomas del género Entamoeba, excepto en E. invadens (Figura 17A y Tabla 5); mientras
que ehtrf-like III estd mapeado en otro contig, para todos los organismos en estudio (Figura
17B y Tabla 5). En el caso del genoma de E. invadens, Acanthamoeba castellani y Naegleria

fowleri sus genes trf-like no se organizan de manera sinténica con respecto a E. histolytica.

Contig: DS571210 41750 45,000 46250
e_covioon» I - (4° ¢ ***ceeneeeanens
S - : H
et L :
ehtrf-like | paneh proken ehtrf-like Il .
E.
E. dispar -
E. Invadens : =
E = : 3
E. nuttallf . £
. trf-like Ii .
M sssssssssssssssssssssast
B
Contig: DS571146 = — 1. I—————— PLT]
== $em tisma o
= EHI_1481680
ved « Cullin family protel

EM_1431304
EHI_ 148130
beta-N-acetylhexosaminidase, alpha subun

E. histolytica — we— " H - ¥

—_— * — -

E. dispar e . R r—

E. i

E. MOSHKOVSKIl | ——
.

E. nuttalli H +  m——

----------------------

Figura 17. Localizacion de genes ehtrf-like I, 11 y III dentro de los contigs en los genomas de
amibas del género Entamoeba. A) Se muestra los genes ehtrf-like I y Il para E. histolytica, E. dispar,
E. invadens, E. moshkovskii y E. nuttalli. B) En otro contig se muestra el gen ehtrf-like 1lI para E.
histolytica, E. dispar, E. invadens, E. moshkovskii y E. nuttalli.
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En conjunto, estos resultados aportaron elementos adicionales para proponer que las
proteinas EhTRF-like Il de E. histolytica, E. dispar (EDI 319270), E. moshkovskii
(EMO _106010) y E. nuttalli (ENU1_201200), son ortologas (Tabla 5).

Tabla 5. Genes que codifican para proteinas TRF ortélogas en Entamoeba, Acanthamoeba y
Naegleria

Organismo trf-like 1 trf-like 11 trf-like II1 trf-like
E. histolytica EHI 001090  EHI 001110 EHI 148140

E. dispar EDI 319290  EDI 319270 EDI 335110

E. nuttalli ENU1 201180 ENUI 2012007 ENUI1 095160

E. moshkovskii  EMO 1133880 EMO_106010™ EMO 114270
EMO_105990™

E. invadens EIN 023650
EIN 079420
A. castellanii ACA1 058370
ACA1 276450"
N. fowleri NF0021980"

*Genes contiguos en el genoma, # Genes sinténicos, ~ De acuerdo a la base de datos AmoebaDB

La busqueda de los motivos conservados en las secuencias de las proteinas TRF-like de las
distintas especies de Entamoeba se realizd6 empleando la herramienta MEME. Ademas, se
emplearon las secuencias de las proteinas de humano como referencia. De manera
interesante, en el DBD Myb de las principales especies de Entamoeba se identificaron los
tres motivos conservados en las secuencias homologas de humano: 1) el motivo Telebox,
importante en la afinidad de unioén y el reconocimiento especifico de secuencia; 2) el parche
acidico, enriquecido en acido glutdmico e importante para estabilizar la uniéon al ADN al
interaccionar con el extremo N-terminal de histonas; y 3) el ‘/inker’ N-terminal, conformado
por lisinas que se unen al surco menor de la doble cadena de ADN telomérico, el cual
probablemente media la unién independiente del reconocimiento secuencia especifico
(Figura 18). Hasta el momento, estos hallazgos sugieren que Eh'TRF-like II posee en su DBD,

otros dominios, ademas del Telebox, importantes para su union con el ADN.
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Figura 18. Motivos conservados en el DBD de proteinas TRF-like, en el género Entamoeba. Las
tres a-hélices caracteristicas del DBD y las posiciones de los residuos de triptéfano conservados,
responsables de la conformacion hélice-vuelta-hélice, se muestran en la parte superior, marcadas con
barras rojas. En la parte inferior, se muestran las firmas propuestas para las regiones del N-/inker
terminal, el parche acidico y el motivo Telebox, donde se marcan los aminoécidos involucrados en el
reconocimiento de la secuencia. Se muestra también el valor E de cada una de las firmas propuestas.

Finalmente, también, se analizé el dominio de homodimerizacion (TRFH) de EhnTRF-like II.
En este dominio se identificaron 6 motivos conservados, los cuales se muestran en la Tabla
6. De estos motivos se identificd el motivo C[L/T][N/T]QQ[IVA]F[M/V/L/A][S/C]D que
presenta el residuo Phe104 conservado, este residuo es relevante en la interaccion proteina—
proteina durante la homodimerizacion de las proteinas HsTRF (Tabla 6). Adicionalmente, se
identificaron otros 7 motivos conservados en este dominio, los cuales se incluyeron para el

analisis sobre su susceptibilidad a ser modificados postraduccionalmente.
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10.2  Prediccion de modificaciones postraduccionales de la proteina EhTRF-
like I1.

El dominio de unién a ADN (DBD Myb) de las proteinas TRFs puede ser modificado a nivel
postraduccional por fosforilacion, ubiquitinacion, acetilacion, SUMOilacion y por el estado
redox. Estas modificaciones pueden afectar la actividad de las proteinas TRF, su presencia
en el nucleo, su unidn a la secuencia telomérica y su capacidad de interaccionar con otras
proteinas. En particular, la cisteina, un aminoacido conservado durante la evoluciéon de las
proteinas con DBD, estd implicado en la unién al ADN, en las interacciones proteina-proteina
y en la regulacion redox. Al respecto, las proteinas TRF-like del género Entamoeba tienen
una cisteina conservada en el dominio DBD Myb, que no est4 presente en las proteinas de
los géneros Naegleria, Acanthamoeba o en H. sapiens (Figura 15). Esta cisteina podria estar
implicada en la formacion de puentes disulfuro en condiciones oxidantes, regulando asi la
unidn de las proteinas TRF-like del género Entamoeba al ADN. Por lo tanto, en este trabajo
analizamos la factibilidad de la formacion de puentes disulfuro, que tuvieran como resultado
la generacion de estructuras con diferentes estabilidades de la proteina EhTRF-like II en
ambientes redox, debido a que las cisteinas conservadas formaran enlaces entre ellas (Tabla
6). Los resultados obtenidos sugieren que al menos tres estructuras, entre las Cys3-Cys226,
Cys56-Cys160, Cys109-Cys396 que poseen una alta probabilidad de formarse en la proteina
EhTRF-like II. Llama la atencién que puente disulfuro formado entre las Cys109-Cys396,
pues la Cys396 se encuentra en el DBD Myb y solo est4 presente en las proteinas TRF del
género Entamoeba (Figura 19, Tabla 6). De manera que, la prediccion del puente disulfuro
entre la cisteina localizada en el DBD Myb solo se predice para la proteina EnTRF-like IT y
no asi para los paradlogos EhMyb-like I y III (datos no mostrados).

Tabla 6. Prediccion de la probabilidad de formacion de puentes disulfuro en la proteina EnTRF-like II, de
acuerdo a DiANNA 1.1

Posicion de la cisteina  Distancia (aa) Score Puente Disulfuro

3-226 223 0.997 XXXMNCIEDKC - QFKEICPSSTL
8-324 316 -- CIEDKCIVAHH - QQKIKCDKEEK
40-50 10 -- TLISICEYLID - SSRKYCLSAIE
56-170 114 0.984 ELYEQCLNQQI - SSRKYCLSAIE
109- 396 257 0.843 VIQIYCSDPNA - FDDRSCVDLKD
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En la proteina EhTRF-like II también se predijo que los residuos de serina y treonina son
susceptibles a otras modificaciones postraduccionales. Mediante el software NethPhos 3.1,
se identificaron 8 motivos conservados, y 6 de ellos contienen residuos de serina y treonina,
que pueden ser fosforilados (Figura 19, Tabla 7). En este andlisis, se determind
especificamente que los residuos Ser122, Ser218, Thr263 y Thr350 estdn conservados en las
proteinas EhTRF-like II y HsTRF, y en esta ultima proteina se ha demostrado que se
fosforilan (Walker y Zhu, 2012). La fosforilacion de estos residuos en HsTRF, afecta la unién
de la proteina al ADN y ademas esta implicada en respuesta a dafio al ADN (DDR) (Walker
y Zhu, 2012), lo cual podria indicar que la fosforilacion en EhTRF-like II podria tener

consecuencias similares.

Adicionalmente, utilizando el software SUMOgo identificamos residuos de lisina
susceptibles de SUMOilacion en la proteina EhTRF-like II (Figura 19). La SUMOilacion se
puede encontrar en organismos eucariotas y tiene un papel importante en la expresion génica,
la reparacion al ADN la recombinacion cromosémica y la sefializacion celular (Chi-Chang,

2018; Geiss-Friedlander, 2007).

. SUMOylacién
. . Fosforilacion

Formacion de
puente

’ disulf
@ . ) : isulfuro
[Si R | N

Puente disulfuro

Figura 19. Modificaciones postraduccionales predichas en la proteina EhTRF-like II. Esquema
que muestra los dominios TRFH, DBD Myb, el extremo N-terminal acido y la sefial de localizacion
nuclear (NLS) de la proteina EhTRF-like II. Los residuos de serina o treonina fosforilados
identificados con el programa NetPhos se sefialan en cian y en morado los residuos conservados con
HsTRF1. Los residuos de lisina SUMOilados identificados con el programa SUMOgo, se muestran
en verde. También se indica el puente disulfuro formado entre Cys109-Cys396 y los scores con
valores superiores a 0.4. El esquema se realizd en el programa IBS Ilustrator for Biological
Sequences.

64



Tabla 7. Motivos identificados y residuos fosforilados para la proteina EnTRF-like IT

Dominio Motivo predicho* Valor E Residuo Enzima modificadora (Score) *
Fosforilado”

N-Terminal g?] KKTLL!§ |CE 1.5e-81 S 38 PKA 0.68

nnnnnnnnn

R 111117

—————

TRFH ;JV|QI|= géDSNA 1.1e-81 S 110 CKII0.56

—ﬂﬂ-'w--_-.\

TRFH 3:J SL | II_¥ M | 54e-83 - —

---------

bits

TRFH 3.1e-70 S 166 PKC 0.83

-------

TRFH 94¢-76 S 204 PKA 0.55

JR M)RT IE T211 CDC2 0.48

mmmmmmmmm

TRFH : 3.7e-46 S 218 PKA 0.58
PIRRIEEIL
DBD E‘E?EEETQNLJ_ 4.7e-99 T350 PKA 0.581

*De acuerdo al programa MEME; ~de acuerdo a NethPhos 3.1

Con los resultados anteriores podemos concluir que la proteina EhTRF-like II conserva
residuos de serina, treonina y lisina los cuales podrian modificarse postraduccionalmente y
participar en funciones relevantes de esta proteina como la unién a ADN, su dimerizacion,

localizacion, degradacion e interaccion con otras proteinas.
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10.3 Determinacion de la interaccion del DBD de EhTRF-like II con

secuencias tipo STR de E. histolytica, mediante docking molecular

El docking molecular (DM) automatizado tiene como objetivo proponer un modelo de unién
entre dos moléculas, por medio del entendimiento de las fuerzas de interaccion involucradas
en el reconocimiento molecular. Nuestro trabajo puso en evidencia la aplicabilidad de los
métodos computacionales basados en el DM para estudiar las interacciones proteina-ADN.
En primer lugar, se obtuvo el modelo tridimensional del DBD de la proteina EnTRF-like I,
mediante los programas I-Tasser y Robetta, y tomando como modelo el PDB (1ba5SA),
correspondiente al DBD de la proteina HsTRF1. Sin embargo, el mejor modelo se obtuvo
con el programa Robetta con un valor de confianza de 0.94 (Figura 20). Esta estructura se
sobrelapd con la del DBD de HsTRF1, encontrandose que las principales diferencias entre

ambas estructuras se observan en la zona del N-terminal /inker (Figura 20).

N-terminal

-
K‘g?i'
N-terminal linker

Patch acidico
C-terminal

confidence: 0.94

Figura 20. Estructura tridimensional del DBD-EhTRF-like II. Estructuras sobrelapadas del
DBD-EhTRF-like II (cian) y DBD-HsTRF1 (azul) empleando el programa ChimeraX. La estructura
3D del DBD-EhTRF-like II se obtuvo con el programa Robetta, tomando como molde al DBD-
HsTRF1 (PDB 1ba5), y la estructura tridimensional se obtuvo con un valor de confianza de 0.94. Se
muestran los residuos de los motivos N-terminal /inker, parche acidico y Telebox.
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Para realizar la interaccion mediante DM se emplearon diferentes secuencias de ADN, la
secuencia telomérica candnica humana (HsTel-TTAGGG), la secuencia NK del arreglo de
ARNt [AsnCTT-Lys“™™] de E. histolytica (EhTEL-TTAGTATT) y una secuencia no
relacionada (Non Rel-CGAT) (Tabla 4). Los modelos tridimensionales de estas secuencias
de ADN se obtuvieron mediante el programa Supercomputing Facility for Bioinformatics &

computational Biology IIT.

Empleando el programa NPDock se obtuvo la interaccion DBD-EhTRF-like II con las tres
secuencias HsTel, EhTel y Non-Rel presentando un RMSD de 2 A. Para la interaccion del
DBD-EhTRF-like II con HsTel se establecieron 179 contactos, entre las bases nitrogenadas
GTTAG y los aminoacidos de la tercer a-hélice: Val397, Arg394, Lys400 y Asp405 (Figura
21A). De manera interesante, se observo que la Lys359 del N-terminal /inker hace contacto
con AT en el surco menor del ADN, con un score (NPDock) de -2.84. La interaccion DBD-
EhTRF-like II y EhTel mostré aproximadamente 276 contactos, entre las bases nitrogenadas
TTTAGTA y los aminoacidos Arg394, Cis396, Val397 Lys402 y Asp401 (Figura 21B).
También se observaron enlaces entre las Lys368 y Lys369 del N-terminal /inker, que hacen
contacto con el surco menor del ADN y presentaron un score (NPDock) de -2.82. En la
interaccion DBD-EhTRF-like II con la secuencia no relacionada, solo se establecieron 48

enlaces y un score (NPDock) de -2.64.
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HsTel

EhTel NonRel

Docking score = -2.84 Docking score = -2.82
clash score = 0.071 clash score =0.051

179 enlaces 276 enlaces 48 enlaces

Figura 21. Modelos moleculares de la interaccion ADN-proteina entre el DBD-EhTRF-like Il y
diferentes secuencias de ADN. Interaccion del DBD-EhTRF-like II con la secuencia telomérica
canonica de A) H. sapiens (HsTel, TTAGGG), B) con la secuencia NK del arreglo de ARNt [Asn“™"]
de E. histolytica (EhTel, TTAGTATT) y C) con la secuencia no relacionada (Non-Rel,
CGATCGAT). En lineas punteadas moradas se sefializan los pseudoenlaces. Los acoplamientos
moleculares mostrados en esta figura se realizaron con el servidor NPDock

Dado que las secuencias especificas tuvieron mas asociaciones que la no relacionada, estos
resultados sugirieron que las secuencias derivadas de los STR podrian interactuar con la
proteina EhnTRF-like II, tal y como se ha demostrado que sucede con las proteinas paralogas
EhTRF-like I y EhTRF-like III (Rendon-Gandarilla et al, 2018; Jordan-Alejandre, tesis
2020). Finalmente, ya que en la base de datos PDB (Protein Data Bank) ya se encuentra una
estructura tridimensional del DBD-TRF1 (11V6) y la secuencia telomérica candnica (HsTel),
se hizo la comparacion con las estructuras tridimensionales del DBD-EhTRF-like II y las
secuencias HsTel y EhTel. En la Figura 22 se observa que los aminoacidos Val397, Arg394,
Lys400 y Asp405 se orientan de manera similar en los DBD de las proteinas HsTRF1 y
EhTRF-like II, para ambas secuencias. También se analizo la orientacion del motivo del

terminal /inker para la estructura tridimensional del DBD-HsSTRF y la secuencia canodnica, y
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la estructura del DBD-EhTRF-like II y la secuencia EhTel (Figura 23). Los resultados
obtenidos son congruentes con los reportados para la proteina HSTRF1 (Figura 23A), en la
cual se ha reportado que el N- terminal /inker del DBD Myb interactia con el surco menor
del ADN (Wieczoér, 2014, Nishikawa et al. 2001) Cabe destacar que el extremo terminal
linker del DBD-EhTRF-like II ocupa una posicion similar en el surco menor como se ha
determinado para el DBD-HsTRF1 (Figura 23B). En el caso de la proteina EnTRF-like II,
¢ésta region tiene una mayor longitud, ya que esta formada por los aminoacidos Lys365,

Lys366, Lys367, Lys368, Arg369 y Arg370.

DBD-EhTRF-like Il

HsTel EhTel

Figura 22. La interacciéon del DBD-EhTRF-like II con el ADN muestra una orientacién
espacial, similar a la del DBD-HsTRF1. A) Modelo tridimensional de DBD-HsTRF1 y la secuencia
telomérica canonica HsTel (PDB:11V6), y B) DBD-EHTRF-like II con las secuencias HsTel y EhTel.
Se observa la tercera a-hélice y los aminoacidos valina, lisina, asparagina y arginina orientados hacia
el ADN. Se utilizé como visualizador el programa Chimera-13.1.
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_ Cterminal

N-terminal linker

Figura 23. La region del N-terminal /inker interacciona con el surco menor del ADN. A) Modelo
tridimensional de DBD-HsTRF1 y la secuencia telomerica canénica HsTel (PDB:11V6), y B) DBD-
EHTRF-like II y la secuencia EhTel. Se muestra la orientacion del motivo N-terminal /inker en el
surco menor de ambas proteinas. Se utilizé como visualizador el programa Chimera-1.1.1.

Una vez obtenidos los modelos tridimensionales del DBD-EhTRF-like Il y de las diferentes
secuencias, se observo que los motivos N-terminal /inker y Telebox estaban orientados de
manera similar a lo que ocurre en el DBD-HsTRF1. De tal manera que se analizo6 el efecto
de mutaciones, en la formacioén de contactos y pseudoenlaces, en los motivos N- terminal
linker y Telebox con las secuencias HsTel, EhTel y nonRel. Para ello se introdujeron
mutaciones en el DBD-EhTRF-like II y los efectos de éstas se analizaron mediante DM

utilizando el programa HADDOCK 2.4 (https://wenmr.science.uu.nl/haddock?2.4/). Las

mutantes disefiadas fueron tres: 1) N-linker-K, en la que se sustituyeron cuatro Lys (K365-
369A) de la region del N-linker; 2) N-linker-R, donde se sustituy6 una Arg (R370A) también
en la region del N-linker; 3) Telebox-3, en la que se sustituyeron los residuos de Val, Lys y
Asp por Ala (V402A, K405A y D406A) en el Telebox (Figura 24A). Cabe mencionar que
las mutaciones introducidas, no afectaron la estructura tridimensional del DBD (Figura 24B).
Una vez obtenidas las estructuras 3D de las proteinas mutantes, se realizaron los docking
moleculares para todas ellas y las tres secuencias de ADN (HsTel, EhTel y non-Rel). Se
analizaron los valores obtenidos del Haddock score y se graficaron. La puntuacién de

Haddock score fue diferente para el DBD de la proteina wild type y las mutantes con las tres
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secuencias de ADN obteniéndose el menor valor para la asociacion con la secuencia candnica
(-117 £ 1.6) y el mayor para la no relacionada (-94.2 + 5.9) (Figura 24C). Estos resultados
sugirieron que el DBD-EhTRF-like II es capaz de interaccionar con la secuencia HsTel, asi
como con los repetidos STR de E. histolytica contenidos en la secuencia EhTel (-104.2 +

3.9), como se muestra en la Figura 24C.

Por el contrario, para la interaccion de la proteina HSTRF1 con las secuencias de ADN se
observo que no hay diferencias en las puntuaciones de Haddock (Figura 24C). Sin embargo,
el RMSD obtenido de la interaccion entre el DBD-HSTRF1 con la secuencia HsTel, difirid
de los modelos con la secuencia EhTel y la no relacionada, sugiriendo un mejor ajuste del
modelo y una mayor cantidad de interacciones entre la proteina humana y la secuencia
candnica (2.7 A + 1.6). En el caso de la mutante del DBD-EhTRF-like II en el N-linker-K
asociada a la HsTel, se observd un aumento en la puntuacion del Haddock (-102 +£5.6) (Figura
24C), con respecto a las secuencias EhTel y la non-Rel, donde no hubo diferencias
significativas y, ademas, se observo un aumento del RMSD (12.1 A + 0.2). Esto sugirié que
los cambios en la secuencia de aminoacidos modifican el ajuste del modelo. La mutante N-
linker-R fue la que mayor efecto tuvo en la puntuacion del Haddock (-86.4 = 12.1 y -86.4 +
12.1) para las secuencias HsTel y EhTel, respectivamente, y una diferencia significativa con
la secuencia no relacionada (Figura 24C). En el caso del RSMD la mutacion de la arginina
afectd considerablemente el valor de RSMD entre las tres secuencias (Figura 24C).
Finalmente, para la mutante en el Telebox se observo una diferencia significativa en el valor
de Haddock para la secuencia EhTel (-96.5 + 14.2) (Figura 24C). Con este analisis se pudo
corroborar que para el DBD de la proteina EnTRF-like II, especificamente las regiones N-

linker terminal y Telebox son relevantes para la interaccion con las secuencias teloméricas.

Finalmente, estos analisis permitieron identificar las bases nitrogenadas que interaccionaban
con los residuos de aminoacidos del N-terminal /inker y el Telebox de los DBD de HsTRF y
EhTRF-like II. Por ejemplo, la region del N-terminal /inker de ambas proteinas reconocid in
silico la secuencia TTA, en el surco menor de la secuencia candnica humana. Por otra parte,
los aminoécidos del Telebox del DBD de HsTRF1 y EhTRF-like II reconocieron los

nucleodtidos AG y GG, respectivamente, en el surco mayor de la secuencia canénica humana
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(Figura 25). Para la secuencia EhTel los DBD de HsTRF1 y EhTRF-like II reconocieron los
nucledtidos TT y TA, respectivamente en el surco menor. También se observaron diferencias
en los nucledtidos AG y CTA que reconocen los DBD de HsTRF1 y EhTRF-like II en el
Telebox, respectivamente (Figura 25). De manera interesante ambos DBD reconocieron los
mismos nucleodtidos de la secuencia nonRel (TCGA para el surco menor y ATC para el

mayor).

En el caso de las dos mutantes del N- terminal /inker, se modifico el reconocimiento a la
secuencia, reconociendo guaninas en lugar de timinas para la secuencia HsTel (Figura 26).
De manera interesante en estas mutantes no se observaron cambios en los nucleétidos que
reconocen el N-terminal /inker con la secuencia EhTel. En el caso de la mutante Telebox-3,
se observaron cambios en los nucledtidos que son reconocidos en ambas secuencias en el
surco mayor (GTTAG>CCTA) para la secuencia HsTel y para la secuencia EhTel
(AG>TAAA). Todas las mutantes reconocieron de igual manera la secuencia no relacionada
(TCGA para el surco menor y ATC para el surco mayor) (Figura 26). Estos resultados
resaltaron la importancia de los aminoacidos Val, Lys y Asp en el motivo Telebox, por su
interaccion con la secuencia canonica humana y los STR de E. histolytica y que, ademas, la
secuencia no relacionada que se disend fue adecuada para evaluar la posible union
inespecifica de la proteina EhTRF-like II. Aunque definitivamente, estos hallazgos

predictivos deberan comprobarse experimentalmente.
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Figura 24. Efecto de mutaciones en el DBD-TRF-like II sobre las interacciones con las
secuencias de ADN. A) Alineamiento multiple del DBD de las proteinas HSTRF1 y EnTRF-like 11
wt y mutantes (N-linker-K, N-linker-R y Telebox-3). La barra senala el N-/inker y los aminoacidos
modificados. Los aminoacidos relevantes para el Telebox se indican con un * y con una punta de
flecha se muestran las mutaciones introducidas. B) Imagen sobrelapada de las estructuras 3D de los
DBD de la proteina EhnTRF-like II wt (cian) y las mutantes N-/inker-K (rosa), N-linker-R (verde) y
Telebox-3 (amarillo). Grafico de los valores de Haddock Score (C), obtenido de las interacciones
entre el DBD de las proteinas mencionadas anteriormente con las secuencias de ADN.
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EhIRE:like Il

Figura 25. Estructuras tridimensionales de los complejos formados entre el DBD-EhTRF-like
I1 y HsTRF1, con diferentes secuencias de ADN. Se emplearon las secuencias HsTel (TTAGGG),
EhTel (TTAGTATT) y una no relacionada (CGATCGAT). En amarillo se muestran los
pseudoenlaces y en rojo las bases que interactuan. Se muestran las bases de ADN que interaccionan
con el N-terminal /inker y la tercera o-hélice del dominio del DBD Myb. Los complejos ADN-
proteina se modelaron empleando el programa Haddock 2.4 y se visualizaron y analizaron con el
programa ChimeraX.1.13.1
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Figura 26. Estructuras tridimensionales de los complejos formados entre las mutantes del DBD-
EhTRF-like 11 y las diferentes secuencias de ADN. Mutantes N-/inker K (K361-364A), N-linker R
(R365A) y Telebox-3 (V402A, K405A y D406A). Se muestran las bases de ADN que interaccionan
con el N-terminal /inker y la tercer a-hélice del dominio del DBD Myb. Se emplearon las secuencias
HsTel (TTAGGG), EhTel (TTAGTATT) y una no relacionada (CGATCGAT). En amarillo se
muestran los pseudoenlaces y en rojo las bases que interactian. Los complejos ADN-proteina se
modelaron empleando el programa Haddock 2.4 y se visualizaron en el programa ChimeraX.1.13.1.

10.4 Analisis de la distribucion intracelular de la proteina EhTRF-like II en trofozoitos
de E. histolytica

Con el objetivo de conocer la distribucion intracelular de la proteina EhTRF-like II en
trofozoitos de E. histolytica, se empled un anticuerpo policlonal de conejo, previamente
obtenido en el laboratorio mediante inmunizaciéon con el péptido—-CIEDKCIVAHHIIDQ
acoplado a la proteina KLH, pero que no habia sido titulado; por lo que la titulacion del
anticuerpo se realizd con extractos totales de trofozoitos. Diferentes concentraciones de
extractos totales (5, 20 y 30 pg) se separaron en un gel de SDS-PAGE al 12% y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, la cual fue bloqueada con leche al 5%.
Posteriormente, se prepararon diferentes diluciones (1:1000, 1:500, 1:250 y 1:100) del

anticuerpo anti-EhTRF-like II, para realizar su titulacion. Los resultados revelaron que la
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mejor dilucion del anticuerpo del suero inmune fue de 1:100, empleando 5 pg del extracto
de proteinas totales (Figura 27). El anticuerpo detect6 una banda que migré hasta los 50 kDa,
el cual es el peso molecular predicho de la proteina EhnTRF-like II. En tanto que el suero pre-
inmune a la misma dilucion, no detect6 proteina alguna, lo cual demostro la especificidad del

suero inmune.
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Figura 27. Titulacion del anticuerpo a-EhTRF-like II. Diferentes concentraciones de extractos
totales de trofozoitos se separaron en un gel de SDS-PAGE al 12% y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa, las cuales se incubaron con diferentes diluciones del suero inmune y pre inmune 1:1000,
1:250 y 1:100. La flecha indica la banda reconocida por el anticuerpo en un peso molecular de
aproximadamente 50 kDa. Los niimeros a la izquierda indican el peso de los estandares moleculares.

Posteriormente, para analizar la localizacion subcelular de la proteina EhTRF-like II, se
inmunodetect6 a la proteina en extractos proteicos obtenidos de la fraccion citoplasmatica,
nuclear soluble y nuclear insoluble. En estas muestras se identifico la presencia de la proteina
EhTRF-like II, mediante ensayos de Western blot empleando el anticuerpo a-EhTRF-like 11
a la dilucion determinada durante la titulacion del anticuerpo (Figura 28A). Los resultados
indicaron que la proteina EnTRF-like II s6lo se encontraba en la fraccion nuclear insoluble,
ya que la banda detectada migraba hasta la misma posicion que migré la banda detectada en
los extractos totales (Figura 28B). Estos ensayos demostraron que la proteina EnTRF-like II
se expresa en condiciones basales de cultivo y que posiblemente se encuentra adosada a la
membrana nuclear. Sin embargo, la pureza de las diferentes fracciones debe comprobarse,

incluyendo como controles: actina como control de carga; EhPCNA, como control de
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proteina nuclear soluble; y Lamina B1, como proteina adosada a la membrana nuclear de la

fraccion insoluble.
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Figura 28. Inmunodeteccion de la proteina EhTRF-like II en los extractos totales y fracciones
celulares de E. histolytica. A) Expresion de la proteina EnTRF-like II en trofozoitos en condiciones
basales empleando proteinas totales (5ug) separadas en un gel SDS-PAGE al 10% y transferidas a una
membrana de nitrocelulosa, la cual fue bloqueada con 5% de leche. La membrana se incubd con suero
inmune y pre-inmune a una dilucion de 1:100, se reveld empleando sustrato Luminata y se expuso a
una placa fotografica. Carril 1: marcadores de peso molecular; carril 2: suero inmune; y carril 3: suero
pre-inmune. La flecha sefiala una banda de 50 kDa, que corresponde a la proteina EnTRF-like II. B)
Fraccionamiento celular de trofozoitos. Los extractos totales (control), citoplasmaticos y nucleares
solubles e insolubles, se cuantificaron, separaron en un gel SDS-PAGE al 10% y se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa. La inmunodeteccion se realizé empleando el anticuerpo anti-EhTRF-
like II, a una dilucion 1:100. La flecha sefiala una banda a 50 kDa, que corresponde a la proteina
EhTRF-like II.

Para corroborar la localizacion subcelular de la proteina EnTRF-like II, se realizaron ensayos
de inmunofluorescencia empleando al anticuerpo anti-EhTRF-like II y trofozoitos fijados en
cubreobjetos y permeabilizados con etanol absoluto a -20 °C. Las iméagenes analizadas por
microscopia confocal muestran que la proteina EhTRF-like II se localiza en el nucleo de los
trofozoitos, predominantemente en la periferia nuclear (Figura 29A). Este hallazgo
correlaciona con la localizacion subcelular de las proteinas HSTRF 1 y HSTRF 2 previamente
descrita (Palm y de Lange, 2008). En el ensayo realizado en este trabajo se incluyé como
control positivo, a la proteina nuclear EhNPCNA, la cual se observo también en la membrana

nuclear; y como control negativo, inicamente se empled el anticuerpo secundario, el cual no
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brindé ningln patrén de tincion (Figura 29B). La presencia de EnTRF-like II en la periferia
nuclear se observo mas claramente en las imagenes con un acercamiento del nucleo (Figura
30). Sin embargo, este patron se debera corroborar realizando ensayos de colocalizacion,
empleando el anticuerpo anti-Lamin B1 (marcador de periferia nuclear). Ademads, para saber
si EhnTRF-like II se asocia con proteinas de proteccion telomérica, se deben realizar ensayos
de cotincion con el anticuerpo anti-H4K20me3. La localizacion de la proteina EhnTRF-like
IT en la periferia nuclear es similar a la ya reportada para las proteinas EnTRF-like I y I1I, las
cuales se han relacionado con la proteccion telomérica en E. histolytica. De manera que, la

ubicacion subcelular de EnTRF-like II sugiere que también podria participar en esta funcion.
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Figura 29. Localizacion de la proteina EhTRF-like II en trofozoitos de E. histolytica. A). Los
trofozoitos se adhirieron a cubreobjetos, se fijaron y permeabilizaron con etanol absoluto a -20 °C.
Las preparaciones se bloquearon con albumina al 1%, se incubaron con dos diluciones del anticuerpo
a-EhTRF-like IT (1:50 y 1:100) y con el anticuerpo anti-conejo acoplado a FITC (verde). Los nucleos
se contra tifieron con DAPI (azul). B) Control positivo, empleando el anticuerpo a-EhPCNA; y
control negativo, usando so6lo el anticuerpo secundario. Todas las muestras se analizaron por
microscopia confocal.
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Figura 30. Localizacion de la proteina EhTRF-like II en los nicleos de los trofozoitos de E.

histolytica. Aumento de los nticleos, donde la flecha muestra la localizacion perinuclear de la proteina
EhTRF-like II.

11. Discusion

En células eucariontes los extremos terminales de los cromosomas interactuan con un gran
numero de proteinas, dentro de las mas importantes estan las proteinas TRFs. En humanos
se han identificado dos proteinas: TRF1 y TRF2, las cuales se unen especificamente a las
repeticiones de TTAGGG teloméricas bicatenarias y tienen una estructura similar compuesta
por los dominios TRFH y de unién a ADN Myb. El acceso de las proteinas TRF al ADN esta
modulado por diferentes factores, entre ellos, su localizacion subcelular, las modificaciones
postraduccionales que puedan sufrir, sus interacciones con otras proteinas y la estructura de
la cromatina (Prochazkova, 2016). De manera interesante, en el parasito E. histolytica se
identificaron tres proteinas similares a la TRF1 y TRF2 de Homo sapiens (HsTRF), las cuales
se denominaron EhTRF-like I, II y IIl. Las proteinas EhTRF tienen una organizacion de
dominios similar entre ellas, que comparten con las de humano (Rendon-Gandarilla et al.,
2018). Aunque estas proteinas ya se han identificado en otros protozoarios como
Tripanosoma brucei, Tripanosoma cruzi,y Leishmania donovani (Li B et al., 2005; Da Silva
et al., 2010), en los organismos protozoarios del género Entamoeba, Acanthamoeba y
Naegleria se conoce poco acerca de estas proteinas y su participacion en la organizacion de
los extremos terminales de los cromosomas. Es por ello que en este trabajo para identificar
las proteinas ortdlogas a las proteinas TRF en los géneros Entamoeba, Acanthamoeba y

Naegleria se realizé una nueva busqueda en la base de datos AmoebaDB, y se utilizdé como
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sonda la secuencia correspondiente al Telebox, pues es el motivo que se une especificamente
al ADN. Nuestro analisis identifico a 18 proteinas codificadas en los genomas de los
organismos protozoarios parasitos N. fowleri, A. castellanii, E. dispar, E. moshkovskii, E.
invadens, E. nuttalli, similares a las HSTRF (Figura 15). Los resultados mostraron que todas
estas proteinas contienen en su DBD-Myb los tres dominios relevantes para su funcion: el N-
terminal /inker, el parche acidico y el motivo Telebox, distribuidos en las tres a-hélices
(Figura 18). Estos motivos estan implicados en la interaccidon con las bases nucleotidicas del
dsADN telomérico. En los organismos estudiados se observé que el N-terminal /inker del
DBD Myb de las proteinas ortologas a TRF, esta formado por 6 residuos basicos (Lys y Arg),
en comparacion con HSTRF1 que solo contiene la Lys379 y Arg380 (Figuras 15y 18). En el
caso del motivo Telebox (VxxKDxxR), se observd que estd bien conservado en todas las
proteinas de estos organismos protozoarios (Figura 18). Sin embargo, en Acanthamoeba y
Naegleria el motivo Telebox mostré mayor divergencia (Figura 18). Aqui, es importante
enfatizar que, en ninguno de los organismos protozoarios parasitos de estos géneros, se han
identificado secuencias teloméricas canonicas, ni el gen que codifica para el complejo
telomerasa (Wang et. al. 2003; Loftus et. al. 2005; Clarke et. al. 2013; Wang et. al. 2003).
En consecuencia, la identificacion de proteinas ortologas a las proteinas HsTRF, proporciona
evidencias de como podria llevarse a cabo la organizacion telomérica en estos organismos.
Es por ello, que se realizd un analisis filogenético de las secuencias provenientes de esos
organismos para determinar si se organizaban en clados debido a que compartieran algunas
caracteristicas de las proteinas EhTRF-like I, I y III identificadas previamente en E.
histolytica. Inicialmente se realizé un analisis filogenético empleando solo la secuencia de
aminodcidos del DBD-Myb de las 18 proteinas TRF-like identificadas. El arbol filogenético
resultante mostré que las proteinas TRF-like de Acanthamoeba y Naegleria no se agrupaban
con las proteinas del género Entamoeba y tampoco fue posible discriminar las proteinas tipo
TRF-like I y I, las cuales se agruparon en el mismo clado (Figura 16A). Por esa razon, se
decidi6o emplear las secuencias completas de las proteinas TRF-like de todos los organismos
del género Entamoeba en un nuevo analisis, el cual permiti6 obtener tres clados. El clado que
contiene el menor niumero de proteinas es el clado II y es donde se agrupan EhTRF-like II de
E. histolytica y sus ortologos EDI 319270 (E. dispar), EMO 106010 (E. moshkovskii) y
ENU1 201200 (E. nuttalli) (Figura 16B).
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El andlisis de las secuencias del DBD-Myb de todas las proteinas TRF-like del género
Entamoeba también permiti6 identificar la presencia de residuos de cisteina conservados
(Figura 18, Tabla 6). Se sabe que estos residuos, en el caso del DBD de la proteina c-Myb,
son criticos para la regulacion redox durante su unién con el ADN (Ness, 2003), asi como en
los factores de transcripcion de la familia Myb R2R3 en plantas (Heine ef al., 2004). Es por
ello que en este trabajo se analizd in silico, empleando el programa DIANNA 1.1, si el
residuo Cys396 del DBD-TRF-like II podria estar involucrado en la formacion de un puente
disulfuro, revelando que las cisteinas 109 y 396 podrian formar un enlace de ese tipo (Tabla
6). La formacion de enlaces disulfuro en los DBD-Myb puede afectar la union de la proteina
al ADN, cuando esta molécula se somete a un ambiente con agentes oxidantes; ya que al
formarse un puente disulfuro se produce un cambio conformacional en la proteina que limita
el reconocimiento de la secuencia de ADN. Este mecanismo al ser reversible puede regular
mediante reacciones redox, la funcidon de la proteina cuando se modifica el microambiente.
En el caso de E. histolytica, esto ocurre cuando el parasito se encuentra con un ambiente
oxidante, producto de la respuesta inmunologica de su hospedero o cuando cambia la tension
de oxigeno, durante el absceso hepatico, lo cual podria explicar la redundancia de tres genes

codificantes para las proteinas TRF.

En este trabajo también se predijeron otras modificaciones postraduccionales en las proteinas
TRF-like, relacionadas con la presencia de motivos conservados (Figura 19, Tabla 7). Este
resultado correlaciona con reportes previos donde se demuestra que las proteinas HsTRF
pueden ser modificadas postraduccionalmente y que estas modificaciones regulan su
interaccion con otras proteinas, como la formacion de dimeros, sirven como plataforma de
superficie para la formacion de complejos, regulan su localizacion celular y participan en su
union al ADN (Walker y Zhu., 2012), por lo que sugiere que las proteinas TRF-like podrian

tener funciones semejantes a las HsTRF.

El andlisis de la secuencia de las proteinas TRF-like realizado en este trabajo reveld la
presencia de 10 motivos conservados (Figura 18, Tabla 7). Tres de ellos estan localizados en

el DBD Myb (Figura 18), los cuales corresponden a los tres motivos relevantes en el
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reconocimiento de la secuencia telomérica (N-terminal linker, patch acidico y Telebox).
Ademas, se identificaron 6 motivos en las regiones amino terminal, el dominio TRFH y el
DBD Myb de la proteina EnTRF-like II, los cuales presentaron una alta probabilidad de
fosforilarse por cinasas implicadas en dafio y reparacion al ADN (Tabla 7). Por ejemplo, en
el dominio TRFH la Ser110 podria ser fosforilada por la CK II (Tabla 7), lo cual modularia
la formacion de dimeros, asi como la capacidad para unirse al ADN, como ocurre con su
ortélogo HsTRF1(Walker y Zhu., 2012); o bien los residuos Ser204 y Thr222 del dominio
TRFH, podrian ser sustrato de las enzimas PDK y cinasa dependientes de ciclina B2 (CDC2),
respectivamente (Tabla 7), lo que modificaria sus interacciones con miembros del complejo
de Shelterin y su unién al ADN (Walker y Zhu., 2012). Finalmente, también se predijeron 8
lisinas que podrian SUMOilarse las cuales se encuentran localizadas en la sefal de
localizacion nuclear y el extremo N-terminal de la proteina EnTRF-like II (Figura 19). La
SUMOilacion de TRF1 esta relacionada con la relocalizacion de esta proteina en cuerpos
APB, en donde se puede llevar a cabo el mantenimiento de los teldmeros por la via alternativa
(Via ALT) (Walker y Zhu., 2012; Yalcin et al., 2017). La SUMOilacion ha sido
recientemente caracterizada en E. histolytica y las enzimas involucradas también han sido
descritas (Diaz-Hernandez, 2021), lo cual permite proponer que modificacion que podria
estar involucrada en el mantenimiento de los extremos de los cromosomas en este organismo

(Karpiyevich, y Artavanis-Tsakonas, 2020).

En este trabajo nos propusimos analizar si la proteina EhTRF-like II podria reconocer las
secuencias derivadas de los STRs contenidas en los arreglos de ARNt, como lo hacen las
proteinas paradlogas EnTRF-like I y EnTRF-like III. Para ello estudiamos in silico, mediante
docking molecular la interaccion del DBD-EhTRF-like II con la secuencia derivada del
arreglo [NK1] y se incluy6 la secuencia candnica humana y una secuencia no relacionada.
Este analisis requirié del modelado de DBD-EhTRF-like II, mediante homologia con el
DBD-HsTRF1 (PDB:1ba5). El DBD-EhTRF-like II present6 una estructura tridimensional,
la cual conserva las tres a-hélices y una region N-terminal /inker mas grande que el DBD-
HsTRF1, por la presencia de los 6 residuos basicos ricos en lisina (Figura 20). Los resultados
sugirieron que el DBD de la proteina Eh'TRF-like II es capaz de interactuar con la secuencia

candnica humana, pero también con la secuencia derivadas de STR del arreglo [NK 1] (Figura
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21). También se mostrdé que el DBD se orienta espacialmente de la misma manera que lo
hace HsTRF1, ya que para el caso de HsTRF1 con la secuencia HsTel tiene un RSMD de
1.76 A y para EnTRF-like II con EhTel presenta un RSMD de 2 A (Figuras 21-22 y 25), lo
que apoya la idea de que estas secuencias podrian funcionar como secuencias teloméricas en
amiba. Un aspecto relevante de estos andlisis mostrd que el motivo N-terminal /linker se
orienta hacia el surco menor de la secuencia telomérica (Figura 23). Los analisis estructurales
por RMN mostraron que el motivo N-terminal /inker de HsTRF1 interacciona con los
nucleétidos TAA del surco menor de la secuencia telomérica humana (Nishikawa et al.
2001). EI N-terminal linker de la proteina EnTRF-like II es de un tamafio mayor que el de la
HsTRF1, y estd formado por 4 lisinas y dos argininas lo cual es similar para las proteinas
TRF-like de todos organismos de los géneros Entamoeba, Acanthamoeba y Naegleria
(Figuras 18 y 20), sugiriendo que pudiera participar en el reconocimiento de secuencias
teloméricas que tienen un mayor grado de variacidn en su secuencia y un mayor
enriquecimiento en pares TA. Esto podria ser vélido, al menos para el parasito E. histolytica,
ya que para este organismo se ha reportado la presencia en los extremos terminales de los
cromosomas, arreglos de ARNt flanqueados por secuencias repetidas tipo STR ricas en pares
TA, las cuales se han propuesto como secuencias teloméricas (Clark et al., 2007; Tawari et

al. 2008; Clark et al., 2016).

Empleando las metodologias del docking molecular también analizamos el efecto de
mutaciones en la region del motivo Telebox del DBD-EhTRF-like II, donde se encuentran
los aminoacidos implicados en la interaccion directa con el ADN; y en la region el N-terminal
linker (Figura 24). Las mutaciones introducidas ocasionaron cambios en el reconocimiento
de las bases tanto en el N-terminal /inker como en el motivo Telebox (Figuras 24-26). Los
resultados mostraron que las mutantes tuvieron una menor formacion de enlaces y
pseudoenlaces, asi como diferencias en los nucledtidos que reconocen (Figura 26). Estos
datos proveen evidencias in silico de como podria ocurrir el reconocimiento de las secuencias
STR en E. histolytica, sin embargo, requieren de ser validados experimentalmente para

verificar que la interaccion y el reconocimiento efectivamente suceda de esa manera.
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Por medio de ensayos de Western Blot se determino la localizacion subcelular de la proteina
EhTRF-like II, detectandola en la fraccién nuclear insoluble con un peso molecular de 50
kDa, el cual es similar al peso predicho (Figura 28). La presencia de esta proteina en la
fraccion nuclear insoluble sugirié que podrian estar interaccionando con proteinas adosadas
a la membrana nuclear. Esto es diferente a lo descrito para las proteinas EnTRF-like I y I,
las cuales se inmunodetectaron en la fraccion nuclear soluble (Rendon-Gandarilla et al.,
2018). La localizacion en la membrana nuclear se corroboré mediante ensayos de
inmunofluorescencia empleando microscopia confocal. La proteina EhTRF-like II se
concentrd en la periferia nuclear de los trofozoitos de E. histolytica, particularmente en
regiones compatibles con la funcion telomérica (Figuras 29 y 30). Esta localizacion es
diferente a la descrita para la proteina EhTRF-like I, la cual se observd localizada
difusamente en la totalidad del nucleo de este parésito, sin embargo, coincide con la
localizacion en la membrana nuclear de EnTRF-like IIT (Rendén-Gandarilla, 2018; Tesis de
Vanesa Medina, 2018). Para corroborar la localizacion de esta proteina se requeriria
colocalizarla con marcadores de membrana nuclear como la Lamin B1 y la marca telomérica

H4K20me3.

En resumen, estos resultados apuntan a que en E. histolytica la proteina EnTRF-like II por
sus caracteristicas estructurales, la union a secuencias STR in silico, su localizacion
subcelular, y la semejanza con otras TRF de amibas y humanas, forma parte de la maquinaria

del Telosoma y participa en las funciones teloméricas.
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12. Conclusiones

1. En el DBD de la proteina EhTRF-like II se identificaron tres motivos: N-linker
terminal, parche acidico y Telebox, los cuales estdn conservados en las proteinas
homologas a TRF en los géneros Entamoeba, Acanthamoeba y Naegleria.

2. Se predijo que el DBD de la proteina EhTRF-like II puede modificarse
postraduccionalmente, a través de fosforilaciones, SUMOilaciones y la formacion de
puentes disulfuro, lo que podria alterar su localizacion y unién al ADN.

3. La secuencia EhTel tiene una energia de union in silico similar a la de la secuencia
HsTel por el DBD-EhTRF-like II, sugiriendo que las secuencias STR funcionan como
secuencias teloméricas.

4. Los motivos conservados en N-linker Terminal y el Telebox son relevantes para la
interaccion in silico del DBD-EhTRF-like II con las secuencias teloméricas de
humano y STR de amiba.

5. La proteina EhTRF-like II se inmunodetect6 en la fraccion nuclear insoluble con un
peso molecular de ~50 kDa y se inmunolocalizd en la periferia nuclear de los
trofozoitos de E. histolytica, sugiriendo que ocupan posiciones compatibles con la

funcidn telomérica.



13. Perspectivas

87

Validar los resultados obtenidos experimentalmente mediante la realizacion de
ensayos EMSA con la proteina EhnTRF-like II recombinante y las secuencias de ADN

utilizadas en este trabajo.

Predecir mediante docking molecular las interacciones de las proteinas EhnTRF-like I
y III con las secuencias de ADN utilizadas en este trabajo, para observar diferencias

y similitudes con las interacciones predichas para EnTRF-like II.

Comprobar la pureza de las fracciones celulares mediante la inmunodeteccion de las

proteinas Lamin B1 y EhPCNA.

Co-localizar a la proteina EnTRF-like I con otro componente del complejo Shelterin,
como EhTRF-like III, que comparte la misma localizacién y con marcadores de

membrana nuclear (Lamin B1) y de heterocromatina telomérica (H4K20me3).

Demostrar la interaccion entre las proteinas EhnTRF-like I y II mediante ensayos de

pull-down.
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