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1. RESUMEN

Entamoeba histolytica es un protozoo pardasito responsable de la amebiasis, una
enfermedad intestinal que afecta a millones de personas en todo el mundo. El
genoma de E. histolytica incluye genes que codifican para proteinas asociadas
con la patogenicidad, invasién de tejidos y evasion del sistema inmunolégico.
Las proteinas Myb son factores de transcripciéon (TF) que desempefian un
papel crucial en el control de diversas funciones celulares, como la conversiéon
de trofozoito a quiste, la proliferacion y la virulencia. En E. histolytica, se han
identificado TF EhMyb, que desempefian un papel importante en la
regulacion génica de la amiba y se encuentran clasificados en tres familias; de
las cuales, la familia EhMybSHAQKYF esta implicada con la regulacion de la
expresion de genes relacionados con la patogenicidad y el enquistamiento. El
TF EhMybS3 es un miembro especifico de esta familia, por lo que en este
trabajo realizamos una caracterizacion de EhMybS3. Primeramente, se realiz6
un analisis in silico de modificaciones postraduccionales (PTM) de la proteina
EhMybS3 identificando posibles sitios de fosforilacion, SUMOilacién vy
glicosilaciéon. También se predijo su interactoma con el cual se identificaron
proteinas implicadas en la transcripcion, ubiquitinacion y respuesta al choque
térmico. Por otro lado, se hizo un anélisis ontolégico de los 97 genes que
modificaron su expresion cuando EhMybS3 se sobreexpresa. Considerando
este analisis, se seleccionaron los genes cilicina-2 y filamina para validarse. Por
lo que, de manera experimental, se sobreexpresé al gen ehmybs3 en trofozoitos
de E. histolytica para observar y corroborar el efecto de la sobreexpresion de
EhMybS3 en los genes seleccionados. Esta modulaciéon fue evidenciada
mediante ensayos de RT-qPCR. Por otra parte, se hicieron ensayos de
inmunofluorescencia para determinar la localizacién subcelular de EhMybS3,
asi como ensayos de citopatogenicidad y de fagocitosis, revelando que la
sobreexpresion de EhMybS3 afecta significativamente la capacidad
patogénica de los trofozoitos, sugiriendo un papel crucial de este TF en la
virulencia de E. histolytica.
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2. INTRODUCCION

2.1. Transcripcion

La transcripcién es un evento que ocurre durante el proceso de expresion de
los genes. Este proceso es crucial para controlar la activacién y la inhibicién de
genes y posteriormente determinar la identidad y el estado de la célula

(Young, et al., 2011).

La transcripciéon comienza cuando la enzima RNA polimerasa (RNA pol) se
une rio arriba de la cadena de DNA molde en el extremo 5' del promotor del
gen que se estd transcribiendo y cataliza la produccion de un RNA

complementario utilizando el DNA como molde (Fig.1) (Clancy, et al., 2008).

Cabe sefialar que existen tres tipos de RNA polimerasas en las células

eucariotas.

e RNA pol I: Transcribe genes que codifican rRNA.

e RNA pol II: Transcribe mRNA que sirve como molde para la
produccion de proteinas durante la traduccion.

e RNA pol III: Transcribe genes de rRNA, tRNA y RNA regulatorios

pequenos.

Posteriormente, cuando comienza la transcripcién, se produce el alargamiento
de la cadena donde la RNA pol lee la cadena molde y agrega nucleétidos al

extremo 3' de la cadena de RNA que recién se forma (Fig.1) (Izban, et al., 1992).

La transcripcion finaliza cuando la enzima RNA pol alcanza un triplete de
bases que se leen como una sefial de "stop". En procariotas las secuencias stop
se ubican cerca de los extremos de las secuencias no codificantes durante la
terminacion de la transcripciéon (Clancy, et al., 2008), mientras que en

eucariotas esto depende del tipo de RNA pol utilizada: para genes

dependientes de RNA pol I, la terminacién estd mediada por factores de

16
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terminacion similares a la terminacion bacteriana dependiente de Rho. Para
genes dependientes de RNA pol III, la terminacion ocurre después de la
transcripcion de una secuencia de terminacién con un tramo de poliuracilo,
similar a la terminacion independiente de Rho procariota. La terminacién de
los transcritos dependientes de RNA pol II es més compleja porque puede
extenderse hasta el final de la secuencia no codificante, o la terminacién
implica una ruptura en la secuencia de RNA que se produce en la secuencia
consenso (Nabavi, et. al., 2008) y el mRNA maduro se poliadenila en el extremo
3', generando una cola poli(A) (Logan, et. al., 1987; Clancy, et al., 2008). El
mRNA resultante es una copia monocatenaria del gen, que a continuacién

debe traducirse en una molécula de proteina (Alberts et. al., 2002).

Transcripcion

DI A

ADN.- T}

Transcripcién de ARN mensajero

Nucleo celular Citoplasma celular

Procesamiento de ARN mensajero (ARNm) 'l £ /

ARN mensajero (ARNm) procesado

\\\ &/g_\ ARN mensajero (ARNm)
S

=gl
Nucleoporo

Outside cell

Figura 1. Diagrama representativo del proceso de la transcripcion. La RNA
polimerasa inicia la transcripcién uniéndose a la secuencia promotora del DNA y
desenrollando la hélice en esa regién, a medida que la transcripcién avanza, cada
nucleétido se agrega al extremo de la cadena de mRNA. Imagen obtenida de
Genome.gov (s/f).

2.2. Factores de transcripcion (TF)

Los TF canénicos son proteinas que se unen de manera especifica a secuencias
reguladoras del DNA (potenciadores o silenciadores), normalmente
localizadas en la regién 5'- rio arriba de la secuencia codificante de los genes

blancos. Sin embargo, investigaciones recientes han encontrado muchos casos
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donde estos TF se unen a secuencias que no coinciden con sus motivos tipicos,

lo que se denomina unién no canénica (Samee, et al.,2023).

Estas proteinas pueden modificar la velocidad de transcripcién, provocando
un aumento o una disminucién de la transcripcion de genes, y la sintesis de

proteinas para regular la funcién celular (Adcock, et al., 2009).

Por lo tanto, para que un gen sea transcrito a mRNA es necesario que los TF
en conjunto con la RNA pol II, se unan a sitios especificos del DNA en las
regiones reguladoras del gen para inducir su expresiéon. Sin embargo, se sabe
que las PTM de los TF, como lo son la fosforilacién, acetilacion y la metilacion,
pueden modular la capacidad de uniéon al DNA, o bien, la actividad

transcripcional de estas proteinas (Perkins, et al., 2006).

Los TF cumplen dos criterios principales: 1) unién al DNA en una secuencia
especifica: los TF deben tener la capacidad de reconocer y unirse al DNA
seglin su secuencia de una manera especifica y con alta afinidad; 2) regulacién
de la transcripcion: los TF también deben tener la capacidad de regular la
transcripcion a partir de las diferentes interacciones proteina-proteina con
proteinas de la maquinaria general de transcripcién, modificadores de
cromatina o bien otros TF y asi influir en si un gen se transcribe (es decir, si se

sintetiza RNA a partir de ese gen) o no (Fig.2) (Lambert, et al., 2018)
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Pueden mediar interacciones

proteina-proteina
p- ¢. ¢l dominio BTB

Pueden regular la actividad del FT
p. €. los dominios de union a ligandos

Dominio(s) efector(es) [ )i Y

" Pueden tener actividades
! enzimaticas

¥ p. ¢j. el dominio SET y HAT

Dominio(s) de union al - LU 8~
s QD D—
Reconocen secuencias v sitios ~

especificos del DNA

p. ¢j. 5 dedos de zinc C2H2

Figura 2. Esquema de un factor de transcripcién prototipico. Diagrama de un TF
hipotético. El diagrama muestra los dominios efectores que posee un TF canénico. El
dominio efector y el dominio de unién al DNA se muestran en azul. Los dominios SET
en proteinas modulan la organizaciéon de la cromatina y, como resultado, controlan
transcripcionalmente los estados activados o reprimidos. Los dominios efectores
controlan la actividad del TF al interactuar con sus ligandos, facilitan las interacciones
proteina-proteina o tienen actividad enzimatica. Imagen obtenida de Lambert, et al.,
2018.

2.2.1. Estructura de los factores de transcripciéon

Los TF tienen regiones conocidas como dominios de unién al DNA (DBD) que
les permiten reconocer y unirse a secuencias especificas. Estos dominios a
menudo contienen motivos estructurales caracteristicos como: 1) hélice-
vuelta-hélice: Fue el primer motivo proteico de unién al DNA identificado en
proteinas bacterianas y desde entonces se ha descubierto en cientos de
proteinas de unién al DNA tanto de eucariotas como de procariotas. Consta
de dos a-hélices unidas por un loop de aa que provoca un giro/vuelta en cada
una de las hélices, debido a las interacciones entre las dos hélices se mantienen
en un angulo fijo, facilitando la unién al DNA blanco. (Fig.3A); 2) dedo de
zinc: Contiene dos laminas {3 antiparalelas que forman una horquilla y una a-
hélice estabilizadas por interacciones hidrofébicas y por uno o mas iones de
zinc. (Fig.3B); 3) zipper de leucina: Contiene dos segmentos peptidicos con
una conformacioén de a-hélice, uno de cada monémero se une para formar una
espiral corta. Por un lado, estas a-hélices interaccionan entre si gracias a la
unién entre cadenas laterales de aa hidrofébicos de leucina que las ayuda a

mantenerse unidas y, por el otro, lo hacen con secuencias especificas de bases
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en el surco mayor del DNA a través de enlaces de hidrégeno y una region
hidrofébica responsable de la dimerizacion. (Fig.3C); 4) hélice-bucle-hélice
(HLH): Compuesta de dos a-hélices, es decir, una a-hélice corta unida por un
bucle a otra a-hélice mas larga, formando homodimeros o heterodimeros, en
cualquier caso, dos a-hélices que se extienden desde la interfaz de
dimerizacién establecen contactos especificos con el DNA. (Fig. 3D) (Alberts,

et al., 2002).

A. Hélice-Vuelta-Hélice B. Dedos de Zing

2 c c

Figura 3. Estructura de los dominios de unién a DNA de los factores de
transcripcion. A) Hélice-vuelta-hélice: a-hélice C-terminal (rojo) interaccionando
con el surco mayor del DNA (naranja). Circulos blancos denotan el carbono central
de un aminoacido. En azul se muestra la a-hélice N-terminal. B) Dedos de zinc: Los
atomos de Zn*2 se muestran en circulos pequefios grises; uno estabiliza la hélice de
reconocimiento del DNA que se muestra en marrén en una subunidad y rojo en la
otra, y el otro estabiliza un bucle (violeta). C) Zipper de leucina: Dimerizacion de dos
cadenas polipeptidicas unidas (verde) por cadenas laterales de leucinas. D) Hélice-
bucle-hélice: dimerizacion de dos cadenas polipeptidicas (verde y azul) separadas
por un bucle (rojo). Para todas las imagenes la estructura de DNA se muestra en
naranja. Imagen obtenida de Alberts B, et al., 2002.

Estos motivos permiten el reconocimiento de las proteinas con el DNA con

alta especificidad y afinidad a las secuencias que reconocen.
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2.2.2. Activacion de los factores de transcripcion

Los TF interpretan directamente el genoma realizando el primer paso en la
decodificacion de la secuencia de DNA. Muchos TF participan como
"reguladores maestros" o "genes selectores", donde ejercen control sobre los
procesos que especifican el tipo celular y los patrones de desarrollo (Lee, et al.,
2013). También pueden ser capaces de controlar vias especificas como las de
la respuesta inmune, debido a que desempefan un papel importante en la
coordinacién de los mecanismos de defensa del cuerpo (Singh, et al., 2014). Las
mutaciones en los TF o en los sitios de unién pueden generar una gran
cantidad de enfermedades humanas, por lo que determinar cémo se
ensamblan los TF para reconocer los sitios de unién y controlar la
transcripcion es crucial para comprender sus roles fisiol6gicos, decodificar sus
propiedades funcionales especificas en los genomas y mapear como se
generan los programas de expresion altamente especificos en organismos

complejos.

Algunos TF se producen de manera inactiva. Se pueden activar ya sea dentro
del ntcleo, cuando ya se encuentran unidos al DNA; o bien, dentro del
citoplasma, a partir del reconocimiento de sefiales de localizacién nuclear

(NLS) para ser transportados al ntcleo (Ito, et al., 2006).

Una forma en que los TF se regulan es respondiendo a sefiales celulares, como
sefiales extracelulares (hormonas o factores de crecimiento) o sefiales
intracelulares (vias de sefalizacién). Algunos de los ejemplos de vias de
sefalizacion que activan los TF incluyen la sefializacién a través de TGF-3, que
conduce a la activacion de TF de la familia SMAD (Derynck, et al., 2019) o la
sefializacion Jak-STAT, que activa STAT-TF (O'Shea, et al., 2015). Por otro lado,
un ejemplo de TF que se inactivan mediante vias de sefializacion es la familia

FOXO. En ausencia de insulina, los TF FOXO se unen al DNA vy activan la

expresion génica. Sin embargo, en presencia de insulina, los TF FOXO sufren
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fosforilaciones por cinasas rio abajo de la via de sefializaciéon PI3K-AKT, lo que

ocasiona la ausencia de los TF en el nicleo y la represion de genes diana

(Webb, et al., 2014).

Otros mecanismos de activaciéon de TF son mediante las PTM como
fosforilaciones, SUMOilaciones, ubiquitinaciones, acetilaciones,
glicosilaciones o metilaciones. Sin embargo, la fosforilacién se ha estudiado
mas en situaciones que requieren una regulacién rapida de la actividad del TF
en respuesta a sefiales detectadas por receptores en la superficie celular (Karin,
et al., 1995). Las proteinas cinasas afiaden grupos fosfatos a residuos de aa
especificos del TF, alterando su conformacién y actividad (Weidemtdiller, et al.,

2021).

La activacion de TF es un proceso dindmico y regulado que permite a las
células responder a sefiales externas y mantener la homeostasis de la expresiéon

génica.
2.3. Entamoeba histolytica: Antecedentes historicos y taxonomia.

La palabra amiba proviene del latin amoeba, del griego amoibe, que significa
cambio, alternancia o transformacion (forma y/o movilidad). Entre el grupo
de amibas, se sabe que al menos ocho especies de Entamoebidae infectan a los

humanos, incluida Entamoeba histolytica (McGrath, et al., 2001).

E. histolytica fue identificada por el médico ruso Friedrich Aleksandrovich
Losch en 1875. Friedrich observé amibas en las heces y el tejido intestinal de
los pacientes durante un brote de disenteria en San Petersburgo, Rusia, en
donde originalmente llamo6 a la amiba “Amoeba coli” porque se encontraba en

el colon (Benchimol, et al., 2005).

Mas tarde, en 1891, Councilman y Lefleur descubrieron datos clinicos y

patolégicos que conectaban a E. histolytica y la disenteria amebiana como una

entidad separada que se caracterizaba por una ulceraciéon del colon sin la
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produccién de productos inflamatorios. Ademds, demostraron que los
abscesos hepaticos frecuentemente agravaban las enfermedades intestinales,

extendiéndose en ocasiones a los pulmones (Councilman, et al., 1891).

En 1893, en Alemania, Quincke y Roos hallaron al parasito en su forma de
quiste (Quincke, et al., 1893). Sin embargo, Walter y Sellards en 1913 brindaron
una descripcion del ntimero y caracteristicas de los ntcleos de E. histolytica
(Anderson, et al., 1953), asi como determinaron que los portadores
asintomaticos son los reservorios y responsables de la transmisién, junto con
un subconjunto de individuos de alto riesgo. También encontraron que la
enfermedad se transmite a través de quistes y no mediante trofozoitos

(Walker, et al.,1913).

En 1993, E. histolytica se describi6 formalmente y se distingui6 de E. dispar, tras
la acumulaciéon de datos bioquimicos, inmunolégicos y genéticos (Novati, et

al. 1996).

El protozoario E. histolytica es un parasito que provoca protedlisis y lisis de
tejidos y puede inducir la apoptosis de la célula huésped. Ademas, es uno de
los varios protozoarios anaerdbicos que carecen de reticulo endoplasmatico
rugoso, aparato de Golgi, citoesqueleto microtubular y mitocondrias
candnicas, pero poseen mitosomas (Santos, et al., 2022). Debido a estas
caracteristicas, se clasificO taxonémicamente a E. histolytica en el phylum
Sarcomastigophora, subfilo Sarcodina, clase Lobosa, orden Amoebida y familia
Entamoebidae (Leber, et al., 2007). Pertenece a la superclase Rhizopoda, que
significa "pies en forma de raiz", atribuido a su morfologia, ya que es un
eucarionte unicelular sin forma fija (pleomorfo) y carente de flagelo capaz de
emitir prolongaciones de su citoplasma llamados pseudépodos, utilizados

para la locomocién y alimentacion de estos microorganismos (Tabla 1).
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Tabla 1: Clasificacion taxonémica de E. histolytica.

Dominio Eucariota

Filo Amoebozoa
Subfilo Conosa

Familia Entamoebidae
Género Entamoeba
Especie Entamoeba histolytica
Reino Protista

Subreino Protozoo

Phylum Sarcomastigophora
Superclase Rhizopoda

Clase Archamoebae

2.4. Epidemiologia de E. histolytica

La amebiasis intestinal es una infeccién gastrointestinal causada por E.
histolytica, puede causar colitis, disenteria aguda (diarrea con sangre y moco)
o diarrea crénica cuando invade la pared del colon (Nowak, et al., 2015). El
higado también puede infectarse a través del torrente sanguineo, incluso,
puede extenderse al cerebro, los pulmones u otros 6rganos. Los signos y
sintomas clinicos de la amebiasis pueden ser extraintestinales o intestinales,

segtn el 6rgano afectado (Espinosa, et al., 2000).

Segtn la OMS, se estima que alrededor de 500 millones de personas a nivel
mundial pueden estar infectadas con alguna especie de la familia Entamoeba.
Sin embargo, tnicamente el 10% se encuentra infectada con E. histolytica
(Carrero, et al., 2020). La infeccién inicia al ingerir alimentos o agua
contaminados con quistes de E. histolytica. Estos quistes son resistentes y
pueden permanecer en el ambiente por mucho tiempo, por lo que es
importante mantener medidas adecuadas de higiene para evitar propagar la

infeccién, sin embargo, esto representa un riesgo sustancial en paises sin

saneamiento adecuado de los suministros de aguas municipales. (Arellano, et

al., 2017).
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México es considerado un pafs endémico de amebiasis porque existe un
namero importante de portadores asintomaticos que son capaces de eliminar
la infeccién espontaneamente, posteriormente reinfectarse y asi entrar en un
ciclo asintomatico. Unicamente un 10% desarrolla amebiasis intestinal
invasiva. Actualmente existen 28, 747 casos de amebiasis intestinal y 152 casos
de absceso hepatico amebiano en la Reptublica Mexicana, segtin los datos
registrados de la Semana Epidemioldgica 16 del Boletin Epidemiolégico del
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE). Chiapas, Guerrero,

Meéxico, Oaxaca, Tabasco y Veracruz son los estados con mayores tasas de

amebiasis entre hombres y mujeres (Fig.4).

Amebiasis intestinal (Suma)

1
5,685.00

Abceso hepitico (Suma)

||
1.00
O menos

Figura 4. Distribucién geografica de los casos de abscesos hepaticos y amebiasis
intestinal en México. En el mapa se muestra la distribucién de los casos de abscesos
hepaticos y amebiasis intestinal notificados en México de enero a abril del 2024.
Imagen de elaboracién propia basada en informacién de la semana epidemiolodgica
16 del afo 2024 del Boletin Epidemiolégico SINAVE/DGE/Salud 2024.
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2.5. Ciclo de vida de E. histolytica

El parésito protozoario E. histolytica tiene dos estadios: la forma infecciosa
quistica responsable de la propagacién del parésito, y la etapa de trofozoito

invasivo presente en el lumen intestinal (Shirley, et al., 2018).

Los quistes tienen forma esférica y miden entre 10 y 20 pm (Fig.5A). Estos
quistes poseen una capa gruesa compuesta de quitina: un polimero de
carbohidratos formado por unidades de N-acetil-D-glucosamina unida a p-1,4
(GIcNAc) que se forma en la superficie de la amiba durante el proceso de
enquistamiento (Samuelson, et al., 2011). Los quistes poseen entre 1 a 4 nticleos
en su citoplasma (Fig.5B), esto depende de su nivel de madurez. También
contienen cuerpos cromatoides y una baja cantidad de vacuolas (Fig.5B) (El-
Dib, et al., 2022). Estos quistes son producidos en gran cantidad tanto por
personas infectadas como por portadores asintométicos de la enfermedad. Los
quistes se excretan en las heces del huésped y se transfieren a otro ser humano
por via fecal-oral, a través de la ingestién de alimentos, agua contaminada o
contacto persona-persona. Cuando los quistes son ingeridos por un humano,
llegan al tracto digestivo, donde los jugos gastricos del estémago rompen la
pared de los quistes y liberan a los trofozoitos, que son otra forma del parasito

(Chévez, et al.,2013).
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5. Quistes de E. histolytica. A) Microscopia de barrido de la superficie rugosa de la
pared del quiste B) Citoplasma del quiste con nacleo (N), vacuolas, dos cuerpos
cromosémicos (CC) y pared del quiste (PQ) tefiido con rojo de rutenio. Imagen
elaborada con datos obtenidos de Chavez, et al., 2013.

Los trofozoitos de E. histolytica varian en tamafio entre 10 y 60 pm (Sodeman,
et al., 1996). Son pleomorficos, ya que su forma cambia constantemente debido
a la fluidez del citoplasma, la plasticidad de la membrana plasmatica y la
capacidad de reorganizar el citoesqueleto (Cuellar, et al., 2020; Chéavez, et
al.,2013). Estos trofozoitos tienen la capacidad de moverse con ayuda de
proyecciones citoplasmaticas llamadas pseudépodos (Fig.6A), los cuales
utilizan para obtener alimento mediante los mecanismos de pinocitosis;
absorcion de liquidos del exterior al citoplasma en forma de vesiculas (Corona,
et al.2023) y fagocitosis mediante la captura de sélidos (Chavez, et al.,2013).

Ademas, los trofozoitos tienen un nicleo esférico de 4 a 7 pm (Fig.6B). El RNA
se encuentra en la periferia del ntcleo y el DNA en el centro del nicleo. En el

nucleo también se pueden ver esférulas nucleares (Chavez, et al.,2013).

Los trofozoitos metaquisticos derivan de la desenquistacion en el intestino
delgado del quiste maduro que tiene cuatro ntcleos (tetranucleado), dando
lugar a ocho amébulas que se alimentan y crecen hasta transformarse en
trofozoitos maduros que migran y se establecen en el colon. Alli, como

comensales, los trofozoitos se adhieren a la mucosa intestinal y se alimentan
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de bacterias y restos celulares; luego se dividen, o bien, se enquistan en un
proceso estimulado por condiciones luminares no favorables para los
trofozoitos. De esta manera, el trofozoito reduce su tamafio, compactando su
DNA en un tnico nucleo (uninuclear) generando un prequiste, el cual entra
en proceso de divisiéon nuclear, convirtiéndose en un quiste tetranucleado.
Estos quistes seran excretados en las heces, contaminando agua o alimentos,
para posteriormente infectar a nuevos hospedadores, repitiendo asi el ciclo de

vida (Fig. 7) (Guillén, et al., 2021).

Figura 6. Trofozoitos de E. histolytica. A) Trofozoito observado mediante
microscopia electrénica de barrido. B) Microscopia electrénica de transmision: Corte
fino de un trofozoito en el que se aprecia el nacleo (N) y vacuolas (V). Imagen
elaborada con datos obtenidos de Chévez, et al., 2013.
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Figura 7. Ciclo de vida de E. histolytica. El parésito tiene dos estadios: el quiste
(forma de resistencia), que ingresa al huésped a través de agua o alimentos
contaminados, y el trofozoito (forma invasiva). La colonizacién no invasiva (A)
ocurre en el colon, donde en algunos casos la ameba provoca amebiasis intestinal
sintomaética (B). Puede ademas diseminarse a otros érganos provocando infecciones
extraintestinales (C), como en el higado, los pulmones y el cerebro, donde pueden
formar abscesos. Bajo ciertas condiciones el trofozoito se enquista y los quistes son
liberados en las heces. Imagen obtenida de CDC Public Health Image Library, 2015.

2.6. Genoma de E. histolytica

Durante el proyecto del genoma E. histolytica, contribuyeron varios centros de
investigacion, los cuales eligieron la cepa HM1: IMSS de E. histolytica para su
secuenciacion, para lo cual se emplearon células criopreservadas de la década
de 1970, con la finalidad de obtener DNA lo mas cercano posible a la cepa

original aislada en 1967. Esta secuenciacion la realizaron mediante el método
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de shotgun de genoma completo, se generaron varias bibliotecas de DNA con
insertos de diferentes tamafos, por lo que se obtuvieron secuencias de cada
fragmento de DNA clonado de ambos extremos generando muchas lecturas.
En total lograron ensamblar 450,000 lecturas de secuencias cortas en contigs
grandes, resultando 1,819 fragmentos genémicos (Clark, et al., 2007). La
publicacién de Loftus se describe como el "primer borrador" de la secuencia
completa del genoma con un tamario de 23,361,983 pb (Loftus, et al., 2005). El
nivel de anotacién es similar a publicaciones anteriores de otros genomas que
se centraron en proporcionar una comprension e importancia fundamental del
genoma (Adams, et al., 2000) (Tabla 2). Sin embargo, en 2010, se realiz6é un
nuevo ensamblaje y anotacion del genoma de E. histolytica, esto con la
finalidad de reducir errores. Este reensamblaje revela un tamafio del genoma
de 20,799,072 pb (aprox. 20 Mb) de secuencia organizada en 1,496 andamios,
y un contenido de 8,201 genes, de los cuales, el 49.7% codifican para proteinas
que se conoce su funcién (Lorenzi, et al., 2010). Entre estos genes estan
incluidos genes de virulencia y TF canénicos relacionados con la maquinaria
de transcripcion basal; un 24.4% de los genes contienen intrones multiples
(Tabla 2). Se han identificado 897 familias proteicas con 4,564 proteinas y
aproximadamente 479 proteinas que no comparten homologia con proteinas
conocidas, por lo que podrian ser especificas del género Entamoeba (Lorenzi, et
al., 2010; Loftus, et al., 2005). Por otro lado, el 20% del DNA celular total en E.
histolytica corresponde a episomas de 24 kb que portan genes de rRNA. Estos
episomas contienen dos unidades de transcripcién organizadas en una
configuracion de repeticién invertida, inusual en comparacién con los genes
de rRNA de otros organismos (Bhattacharya, et al., 1998). Tiene un alto
contenido de A + T (aprox. 75%), y esta distribuido en 38 cromosomas que
varian de tamafio entre 0.3 y 2.2 Mbp debido a la expansién y contraccién de
las repeticiones subteloméricas (Fig.8). Los extremos de algunos cromosomas

pueden tener conjuntos de genes de tRNA (Kawano, et al., 2020). Estos genes

de tRNA estdn organizados en una matriz lineal. Esta matriz indica la
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presencia de genes de tRNA idénticos en ambos extremos del mismo clon, asi
como multiples unidades repetidas de lecturas de secuencias individuales. La
region adyacente a la matriz de tRNA no contiene genes que codifican
proteinas, pero puede contener elementos transponibles incompletos y otras
secuencias repetitivas, lo cual corresponde a la ubicacién de los telémeros. Se
estima que el genoma de E. histolytica contiene aproximadamente 4,500 genes
de tRNA en total, es decir, alrededor del 10% de las lecturas de secuencia del

genoma contiene genes de tRNA (Clark, et al., 2007).

- - 3 Entamoeba histolytica 2 = \1[ )
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Figura 8. Organizacion general del genoma de E. histolytica HM-1: IMSS. Imagen
que representa la organizacion del genoma la cual muestra los cromosomas (gris), los
contings del genoma anterior (morado), secuencias codificantes + hebra (verde),
genes de tRNA (negro), genes de copia tinica (naranja), cobertura de lectura de PacBio
(linea negra) y cobertura de lectura de Illumina (linea azul). Imagen obtenida de
Kawano-Sugaya, et al., 2020.
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Tabla 2. Resumen de estadisticas gendémicas de organismos unicelulares
seleccionados con genomas secuenciados.

Contenido del E. histolytica Plasmodium Saccharomyces
genoma falciparum cerevisiae
Tamafio del 20.8 228 12.5
genoma (Mb)
Contenido G+C 242 19.4 38
(%)
Ntumero de genes 8,201 5,268 5,538
% DNA 49.7 52.6 70.5
codificante
% Genes con 244 54 5
intrones

Tabla elaborada con datos obtenidos de Clark, et al., 2007.

2.7. Genes relacionados con Factores de virulencia

La virulencia de E. histolytica es una caracteristica importante de la capacidad
para causar enfermedades en los seres humanos, asi como su capacidad de
invasion y destruccion de tejidos es fundamental para su patogenicidad. La
identificacion y comprension de los factores de virulencia son importantes
para el desarrollo de estrategias terapéuticas y preventivas contra la amebiasis
intestinal y el absceso hepético (Trejos, et al., 2009). Por lo que, desde el afio
1975, se han reportado diversos factores de virulencia utilizados por E.
histolytica, que le permiten ser patégeno y llevar a cabo una invasion exitosa
en el colon y otros tejidos fuera del intestino (Espinosa, et al., 2000). Estos
factores juegan un papel importante en la penetraciéon y dafio causado por los

trofozoitos en los tejidos del huésped.

Para que E. histolytica pueda colonizar e invadir el intestino del huésped, se
debe llevar a cabo la adherencia del trofozoito con las células diana. Durante
esta adherencia, participan lectinas como la lectina Gal/GalNAc que media la

adherencia del trofozoito al epitelio intestinal del huésped. La unién de los

residuos de Gal/GalNAc en las glucoproteinas de la mucosa intestinal,
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contrarresta la resistencia de la mucosa y facilita la invasion. Por otro lado, las
lectinas Gal/GalNAc también son responsables de la citotoxicidad directa en
células como los hepatocitos (Petri, et al., 1987). Esto se manifiesta por cambios
morfolégicos y la induccion de apoptosis en células del huésped dafiadas, lo

que indica su papel en la patogénesis del absceso hepatico (Clancy, et al., 2008).

Después de que E. histolytica se une a las células humanas, se produce la lisis
celular que produce edema, ampollas y lisis de las células diana, dejando los
parasitos intactos. Esta lisis celular es provocada por amebaporos, una familia
de tres isoformas A, B y C (Hecht, et al., 2004; Solaymani, et al., 2008). El
amebaporo es un péptido compuesto de 77 residuos de aa; estos polipéptidos
transmembranales son liberados mediante fagosomas que contienen bacterias
capaces de combatir el crecimiento de microorganismos fagocitados (Andra, et
al., 2003). Se ha reportado que los trofozoitos de E. histolytica que carecen de la
isoforma amebaporo A, ya sea provocada por la inhibicién antisentido de la
traduccion (Bracha, et al,, 1999) o por silenciamiento epigenético del gen
codificante (Bracha, et al., 2003), pierden su virulencia, lo que indica que estas

isoformas son indispensables en la patogénesis del parasito.

El genoma de E. histolytica contiene aproximadamente 50 genes de cisteina
peptidasa (CP), otro importante factor de virulencia del parasito. Estudios
reportados han demostrado que la sobreexpresion de CP aumenta la actividad
citopética del parésito y provoca abscesos hepaticos amebianos graves en
animales de experimentacién (Stanley, et al., 1995; Tillack, et al., 2006). Por lo
que, estas enzimas endopeptidasas ayudan a los parasitos a causar dafio tisular
en la colitis amebiana y la inflamacién intestinal. Esto sugiere que estas
enzimas utilizan un mecanismo novedoso en su patogenicidad, ya que poseen
actividad enzimatica de la enzima convertidora de interleucina-1-beta (IL-1(3)

(Seydel, et al., 1997; Zhang, et al., 2000).

En conjunto, estos mecanismos y factores de virulencia permiten a E. histolytica
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invadir con éxito los tejidos del huésped, causando la enfermedad

caracteristica de la amebiasis.

2.8. Transcripcién en Amiba

La transcripcion en E. histolytica esta regulada por la RNA polimerasa 1I, la
cual presenta caracteristicas tinicas en comparacion con otros organismos
eucariotas. Una de estas caracteristicas, es que presenta resistencia a la a-
amanitina, una toxina que inhibe la RNA pol II en otros eucariotas (Lioutas, et
al., 1995). Esta resistencia esta relacionada con diferencias estructurales
especificas en la subunidad més grande (RPB1), particularmente en el bloque
de homologia F (Quon, et al., 1996). Estas diferencias se deben a que el dominio
C-terminal (CTD) del RPB1 de la RNA pol 1l difiere de la secuencia consenso
encontrada en otros eucariotas. Aunque carece de la repeticiéon heptapeptidica
comun en otros organismos, es rica en prolina/serina y tiene potencial para
una fosforilacion extensa. Esto sugiere que las PTM del CTD podrian
desempefniar un papel crucial en la regulaciéon de la transcripcién y las
interacciones proteina-proteina (Yeo, et al., 2003).

Durante la transcripcion de E. histolytica, algunos analisis de los promotores
de los genes revelaron la presencia de tres motivos conservados en su region
reguladora (McCoy, et al.,, 2004). El primer elemento es la secuencia
T/ATTTAAA denominada caja TATA amebiana y se encuentra a -30 pb desde
el codén de inicio, este elemento participa en el inicio de la transcripcion; el
segundo elemento es la secuencia G/CAAC/G o AAAGAACT, denominada
elemento GAAC. Esta secuencia generalmente se ubica entre -30 y 14 desde el
codon de inicio y afecta el nivel de expresion sin alterar el sitio de inicio de la
transcripcion; y el tercer elemento es la secuencia ATTC (Inr-box) en el sitio de
inicio de la transcripcion (Narayanasamy, et al., 2018). El motivo GAAC es de

particular interés ya que se especula que es el sitio de unién para una proteina

de unién al DNA alternativa en el complejo de preiniciacion.
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2.8.1. Factores de transcripcién en E. histolytica

Los TF juegan un papel importante en la supervivencia y activacion celular.
En E. histolytica se han identificado varios TF incluyendo la proteina de unién
a la caja TATA (EhTBP) (Dios-Bravo, et al., 2005) y las proteinas relacionadas
EhEBP1 y EhEBP2 (Schaenman, et al., 2001) GATA, HSF (lyer, et al., 2008), la
proteina similar a p53 (Mendoza, et al., 2003) y EnMyb-dr (Ehrenkaufer, et al.,
2009). Los TF en Entamoeba regulan la expresion génica de varios aspectos
importantes de la biologia de las amibas, incluida la virulencia, la respuesta al

estrés oxidativo y la transicién de trofozoito a quiste.

Los eucariotas se caracterizan por una amplia diversidad de TF especificos.
Esta diversidad es evidente en la superfamilia de dominios de unién al DNA
(DBD) que poseen estos TF (Coulson, et al., 2001; Lespinet, et al., 2002; Babu, et
al., 2004). Diferentes linajes de eucariotas han desarrollado sus conjuntos

tnicos de TF con distintos DBD.

Los TF especificos que son mas frecuentes pueden variar entre los principales
linajes eucariotas: En amebas como Entamoeba y Dictyostelium, los TF que
predominan son los MYB y bZIP, respectivamente. En plantas multicelulares,
los TF con DBD que més se destacan son MYB, MADS, bHLH, VP1 y Apetala2
(AP2); en los animales, los TF que contienen homeodominios y dedos de zinc
C2H> son dominantes; en los protozoos Trichomonas los DBD més prevalentes
son MYB, e IBD; en los hongos, los TF con dedos de zinc binucleares C6
prevalecen (Fig.9) (lyer, et al., 2008). La presencia de ciertos DBD, como el dedo
binuclear C6, estaba anteriormente restringida a los hongos. Esto sugiere que
algunos DBD tienen patrones de distribucion limitada en el arbol evolutivo de

la vida (Babu, et al., 2004).

Existe una restriccién general en la cantidad de TF necesarios para regular un

proteoma de un tamafio determinado, a pesar de la amplia variedad de TF

especificos que se encuentran en varios linajes. Es decir, la cantidad de TF
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necesarios para controlar la expresiéon génica parece estar inversamente

correlacionada con el tamafio del proteoma de un organismo (su conjunto de

genes que codifican proteinas). Esta limitacion sugiere que se requiere una

cantidad especifica de TF para regular la transcripciéon de genes dentro de un

proteoma. Aunque existe una restriccion general en el namero total de TF,

diferentes superfamilias de TF se han expandido de forma independiente en

cada linaje principal de eucariotas. Esta expansion independiente ha llevado a

la evoluciéon de un conjunto diverso de TF dentro de cada linaje, aunque

cumplen funciones regulatorias similares (Iyer, et al., 2008).

] |
l 1
I I 1 I I [ i l
) = = o > o = o m - m
E § £ ¥ F §E g8 5 £ § 8 s 3 %
a E < § g 'g @ El
5 2 K] 8 8 H = B &
Ey 3 = & § £ = g 2 = L
= o & 'g = g 5
g g g 3 5 8
H 5 f e
a =
Mye I 329 3 I =
bzIP 87 > 2373 q
C2H2Znfinger [t} =1 5502 I =>1603
CBFINFYA B [E=—lari=
HMG1 1 151
AT-hook |
cxC
£2F
oP1 | —
Rb ]
MADS [ —
GATA S [ [y
Forkhead 20507
BHLH %ﬁ‘
HSF 3 |
Homecdomain S el | 100
WRKY  —
Céfungalfinger -2 3] |
AP2 =]
VP
Nove! ZnBD | 2T
18D E107 3
CENPB = E=u =) =
STAT i i { —
NDTB0 = =
STE12
GCR1
Pipsqueak |
PBF2 N
Key
B Fresent
= Only d in some ies in the lineage
f; _’:3 LSE wath number of Tfs written within
Absent

Figura 9: Factores de transcripcion en parasitos protozoarios. Distribucién de los TF
entre especies eucariotas. La clave debajo de la distribucién proporciona las
anotaciones utilizadas para describir presencia, ausencia o expansiones especificas de

linaje (LSE) en TF. Imagen obtenida de Iyer, et al., 2008.
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3.Antecedentes Particulares

3.1. Factores de transcripcion Myb

Los TF Myb son una de las familias de TF més abundantes y de las mas
estudiadas desde su descubrimiento en el genoma del virus de la
mieloblastosis aviar (AMV) hace aproximadamente 35 afios (Klempnauer, et
al., 1982). Desde entonces, se han identificado diversas proteinas con DBD-
MYB en los protozoarios (Meneses, et al., 2010), hongos (Morrow, et al., 1993),
insectos (Katzen, et al.,, 1985) y plantas (Jin, et al., 1999). Estas proteinas
controlan diversas funciones, como la conversién de etapas, el destino celular,
proliferacion, entre otros, dependiendo del organismo (Ehrenkaufer, et al.,

2009).

Los TF Myb se caracterizan por tener un dominio altamente conservado DBD-
MYB de aproximadamente 50-53 aminoacidos de longitud. Estos TF MYB son
clasificados en cuatro subfamilias denominadas 1R-MYB, 2R-MYB, 3R-MYB y
4R-MYB, segtn el nimero de repetidos en el dominio de unién al DNA
(Fig.10) (Sakura, et al., 1989). El DBD contiene tres residuos de triptéfano
espaciados y conservados que forman un ntcleo hidréfobo que estabiliza la

estructura de las tres hélices (Fig.10) (Ogata, et al., 1994).
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Figura 10. Tipos de proteinas Myb. Izquierda: Esquema que muestra las diferentes
clases de proteinas Myb presentes en los organismos eucariontes dependiendo del
namero de secuencias repetidas (R1, R2, R3). Derecha: Estructura tridimensional de
los repetidos R2 y R3 al unirse al Elemento de Reconocimiento a Myb (ERM). Imagen
elaborada por la Dra. Elisa I. Azuara Liceaga a partir de Arratia y Aguirre, 2013.

La segunda y tercera hélice de cada repetido forma una estructura de hélice-
vuelta-hélice. Sin embargo, la tercera hélice en cada repetido funciona como
una hélice de reconocimiento debido a que tiene la capacidad de unirse al
surco mayor del DNA en la secuencia conservada C/TAACG/TG la cual se
denomina Elemento de Reconocimiento a Myb (ERM). El extremo C-terminal
de las proteinas MYB funciona como dominios de activaciéon y presentan una
variabilidad entre las proteinas MYB, lo que ocasiona las diversas funciones

reguladoras de estos TF (Aguirre, et al., 2013).

El Myb TF mas estudiado es el proto-oncogén c-Myb que contiene un DBD
(Biedenkapp, et al., 1988), el cual reconoce e interacciona con secuencias
especificas del DNA y activa la expresion de cientos de genes diana especificos
y juega un papel importante en la regulacién génica que afecta la proliferacion,
diferenciacién y destino celular (Zhou, et al., 2011). La caracteristica mas
singular de c-Myb es su capacidad para convertirse en una proteina
oncogénica. Es posible que c-Myb contribuya al desarrollo de células

cancerosas porque ciertas mutaciones pueden alterar completamente la
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actividad y especificidad de c-Myb (Liu, et al, 2006). Debido a estas
mutaciones, c-Myb se considera el homologo celular del oncogén v-myb que

se encuentra en el virus de la AMV (Gonda, et al., 1983).

3.2. Familia EhMyb en E. histolytica

El genoma de E. histolytica contiene 34 ORF que codifican para 32 proteinas
DBD-Myb, debido a que dos de ellos estan duplicados y dos genes tienen
versiones truncadas. Estas proteinas se clasificaron en tres subfamilias

mediante un andlisis filogenético (Fig.11) (Meneses, et al., 2010):

e Familia I (EhMybR2R3): Contiene 14 proteinas R2R3 DBD-Myb con la
mayor similitud con el c-Myb DBD humano. Se asemeja a la arquitectura
del dominio R2R3 identificada en las proteinas que contienen DBD-Myb
en plantas.

e Familia II (proteinas de union teloméricas): Consta de 3 proteinas
similares a las proteinas de unién teloméricas humanas (Rhodes, et al.,
2002)

e Familia III (EhMybSHAQKYF): Contiene 9 proteinas similares a las
SHAQKYF-Myb que se encuentran en plantas (Rose, et al., 1999), algas
(Yoshioka, et al., 2004) y D. discoideum (Fukuzawa, et al., 2006).

e Proteinas relacionadas con Myb: Se hallaron tres genes que no se
agruparon dentro de ninguna de las tres familias, pero que codifican
para proteinas que contienen DBD-Myb. Entre ellas se encuentra una
proteina con alta identidad con la proteina CDC5, involucrada en

splicing.
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Figura 11. Proteinas EhMyb en E. histolytica. A) Arbol filogenético de las proteinas
que contienen el dominio DBD-Myb en E. histolytica. Los nimeros en los nodos
indican el porcentaje de soporte de arranque (1000 réplicas), inicamente se muestran
proporciones de arranque N50%. Los recuadros en gris indican los genes clasificados
en las 3 familias halladas. La barra de escala en la parte inferior izquierda, indica las
0,1 sustituciones de aa estimadas por sitio. Diagrama de proteinas DBD-Myb.
Repeticion R1, verde; R2, azul; R3, rojo. Se indican los nimeros de acceso de las
proteinas y su masa molecular (kDa) y representacion esquemaética de las tres familias
clasificadas. Imagen elaborada por la Dra. Elisa I. Azuara Liceaga mediante datos
obtenidos de Meneses, et al., 2010.

Mediante ensayos EMSA se determiné que el DBD-Myb de las proteinas de la
familia | (EhMybR2R3) tiene especificidad de unién al ERM C/TAACG/TG
canodnico, asi como los identificados en los promotores de los genes de E.
histolytica, donde el repetido R3 interacciona con la secuencia C/TAAC y el
repetido R2 interacciona con la secuencia G/TG (Meneses, et al., 2010). En
cambio, la familia 3 (EhMybSHAQKYF) es capaz de reconocer diversas
secuencias consenso debido a la divergencia que existe en su tercer a-hélice en

la repeticion R3 (Cérdenas, et al. 2021).
3.3. Proteinas EhMybSHAQKYF como Factores de transcripcion

Como se describi6 anteriormente, EnMybSHAQKYF (EhMybS) es una familia
que contiene DBD-Myb en E. histolytica (Meneses, et al., 2010). Esta familia de
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TF contiene un tnico repetido (R1) y exhibe una secuencia [STIHAQK[YF]F
conservada en la tercera a-hélice en donde el tercer triptéfano esta sustituido

por una alanina, de ahi el origen de su nombre SHAQKYF.

Las proteinas MybSHAQKYF se han descrito desde hace tiempo en plantas
como Arabidopsis thaliana, donde participa en procesos celulares como el
desarrollo o la regulacion del ciclo circadiano (Carré, et al., 2002). En algas
como Chlamydomonas reinhardtii (Yoshioka, et al., 2004) y amibas como E.
histolytica, donde participan su desarrollo y diferenciacién del trofozoito a

quiste (Ehrenkaufer, et al., 2009).

Las proteinas MybSHAQKYF no siempre reconocen la misma secuencia de
DNA en la regiéon promotora (Prouse, et al., 2012). Por ejemplo, en Arabidopsis
la secuencia AAAATATCT es reconocida por las proteinas CCA1, LHY y RVE
del promotor TOC1 (Wang, et al., 1997). E. histolytica reconoce secuencias ricas
en C como CCCCCC (Ehrenkaufer, et al., 2009) y D. discoideum la secuencia
CACCCCAC (Fukuzawa, et al., 2006). Esta diferencia de reconocimiento va a

depender tanto del gen como del organismo (Prouse, et al., 2012).

El genoma de E. histolytica contiene 9 genes ehmybs (ehmybs1- ehmybs9); con
una longitud de aproximadamente 399-624 pb, que codifican para proteinas
de aprox. 132-189 aa con un peso molecular de 15.3-21.8 kDa y su pl es basico
en todas las proteinas (Tabla 3). Tres de estas proteinas (EhMybS7, EhMybS8
y EhMybS9) presentan variaciones en la secuencia de aa de su motivo
conservado [STIHAQK[YF]F, donde la serina es reemplazada por una
treonina, lo cual les proporciona un motivo THAQKYF (Fig.12) (Cardenas, et
al., 2021).
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Tabla 3. Familia EhnMybSHAQKYF de E. histolytica.

Nombre Longitud  Peso molecular pl Anotacion
del gen de la proteina
(pb) (kDa)

EhMybS1 570 21.8 101  Myb family DNA-binding
protein, SHAQKYF family

EhMybS2 498 18.9 102 Myb family DNA-binding
protein, SHAQKYF family

EhMybS3 534 20 9.6 Myb family DNA-binding
protein, SHAQKYF family

EhMybS4 624 21.8 103  Myb family DNA-binding
protein, SHAQKYF family

EhMybS5 558 19.9 9.2 Myb family DNA-binding
protein, SHAQKYF family

EhMybS6 554 19.5 7.9 Myb family DNA-binding
protein, SHAQKYF family

EhMybS7 402 16.1 10.1 Proteina hipotética

EhMybS8 399 15.3 10.1 Proteina hipotética

EhMybS9 517 16.7 7.8 Myb family DNA-binding
protein, SHAQKYF family

*Datos obtenidos de la base de datos AmoebaDB

Por otro lado, el andlisis in silico revel6 que algunas proteinas EhMybS
muestran la presencia de dominios relacionados con el complejo SWI/SNF,
como es el caso de la proteina ERMybS3 (Cardenas, et al., 2021). Los dominios
SWI/SNF estan asociados con la capacidad de interactuar con la cromatina, lo
que sugiere que estas proteinas pueden estar involucradas en el reclutamiento
de complejos remodeladores de cromatina y de esta manera activar la
transcripcion (Boyer, et al., 2002). También, un alineamiento in silico de las 9
proteinas EhMybS, c-Myb humana y ARR10/RVE A. thaliana, revelé que la
primer a-hélice de todos los organismos tienen un triptéfano (W) conservado.
Sin embargo, la segunda a-hélice esta menos conservada debido a que
solamente EhMybS1-3 y c-Myb lo presentan. Curiosamente, en la tercera a-
hélice donde se encuentra la secuencia conservada Q[VI|R[STIHAQK[YF]F
(motivo SHAQKYF), tnicamente c-Myb conserva este triptéfano, pero E.

histolytica lo sustituye por una alanina y A. thaliana por una leucina, sin

embargo, esto no altera su capacidad de unirse al DNA (Saikumar, et al., 1990).
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En general, los residuos conservados en todos los organismos son fenilalanina

(F), isoleucina (I) y alanina (A). (Fig.12) (Cardenas, et al., 2021).

ARR10 188 LAAVDH@GVERAVPKKILDLMN 237
EhMy bS1 53 LEGLSLY-————~ HRDWKRHEQHY 97
EhMy bSZ 42 EGLSLY-=~—~~ HKDWKRMEGH 86
EhMybss 52 EGLALF----—~ HKDWKKMKEY I G§Ky{V Q 96
EhMybS4 40 EEAFNKY-————- GRDYAKMSAFIGSKINT YN PNOAFIIKIS 84
EhM bS5 79 EKIIKFENINCGQALDFRLIMSMY|KIRUP TONAE: NI QBILIN 129
EhM bS6 78 KKAIKYFGYTTARGINTFLISAF\GIRLP TOMNAESvNe) Q' daMd 128
EhM bS7 43 LVCIKFIBKATKCSGLPVKQMAMY I YRINGI[O)BATI:IN0)@'IKN 93
EhMbeB 44 VCLCFISNATACKGLPVLKIS K YU KUMISIS VOAAUT|:INe)94ISD 94
EhMybS9 84 IKAITWIBGCTSTRRLPVKLESKFEY GNP VO\SITIINSFIFDA 134

C-Mbe3 143 DRIIYQAHKRM -~~~ GNRWAE AKLLP DNAIKNWNSTMRR 193

[STIHAQK[YFIF
Figura 12. Proteinas EhMyDbS en E. histolytica. A) Alineamiento de la secuencia del
Myb-DBD de las 9 proteinas EhMybS, c-Myb canénico humano y ARR10 de A.
thaliana, mediante la herramienta BioEdit. Los residuos de aminoécidos idénticos y
similares estdn sombreados en recuadros negros y grises, respectivamente. Las puntas
de flecha indican a los residuos de triptéfano conservados. Los asteriscos indican los
residuos de ARR10 que interactiian con su secuencia blanco. Los ntimeros indican la
posicion Myb-DBD de cada proteina mostrada en el alineamiento. Imagen obtenida
de Cardenas, et al., 2021.

3.4. Cambios de expresion de la familia de factores de transcripcion EhMybS

Estudiar los patrones de expresion génica en diferentes condiciones es muy
importante, ya que ayuda a comprender mejor la patogénesis, la biologia y la
fisiologia de los parasitos. También ayuda a entender procesos como
colonizacién y la invasién intestinal, asi como el proceso de transicion de
trofozoito a quiste. Para comprender mejor el papel de los TF EhMybS en la
adaptacion del parasito al huésped, se realiz6 un andlisis in silico de sus
patrones de expresion en diferentes condiciones.

En condiciones basales los genes de mayor expresion fueron ehmybs2, ehmybs),
ehmybs1 y ehmybs4 (60.7 y 36.83 TPM, respectivamente). Los genes que tienen
una menor expresion basal en condiciones basales de cultivo son ehmybs3,

ehmybs6 ehmybs7, ehmybs8 y ehmybdr (Fig.13).
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Figura 13. Patrén de expresion de los genes ehmybs de E. histolytica. Niveles de expresion
de los 9 genes ehmybs en condicién basal obtenidos del transcriptoma para E. histolytica
HMI:IMSS mediante secuenciaciéon Illumina RNA-seq de cultivo axénico recolectado
después de 48 horas por Shabardina, et al., 2018. Datos obtenidos de la base de datos

Amoebadb.

Por otro lado, se analizaron los niveles de expresion de los genes de la familia
ehmybs a partir de transcriptomas obtenidos por microarreglos o por RNAseq
los cuales se encuentran en la base de datos AmoebaDB bajo diferentes
condiciones: a) clonas de E. histolytica HM1: IMSS (virulenta) y Rahman (no
virulenta); b) Colonizacién e invasion intestinal en un modelo murino; c)
Modelo de enquistamiento cultivando a los trofozoitos en medio de Robinson;
d) Modelo de Virulencia en explante de colon; e) estrés inducido por privaciéon
de suero y posteriormente su restauracion y f) durante un choque térmico.

Durante el evento de colonizaciéon intestinal y la adaptacion de
enquistamiento/ desenquistamiento, se observa que durante el dia 1 de
colonizacién intestinal los genes ehmybs2, ehmybs4 y ehmybs7 son los que
aumentaron su expresion significativamente. En el dia 29 de invasion
intestinal se observé que ademads de los genes antes descritos el gen ehmybs3
también aumenté su expresion (Fig.14 A). Durante el modelo de
enquistamiento se observé que los genes ehmybs1, ehmybs3, ehmybsb, ehmybs6 y
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ehmybdr son los que inducen su expresion (Fig.14 A). Las clonas de E. histolytica
HM1: IMSS (virulenta) y Rahman (no virulenta) mostraron que ehmybs2 y
ehmybs7, se regulan positivamente (Fig.14B), indicando que estos genes
podrian desempefian un papel crucial en la capacidad del parasito para causar
enfermedad en el huésped. Los genes ehmybsl, ehmybs3 y ehmybs4 se
expresaron mas abundantemente durante la interacciéon con el explante de
colon (Fig.14B). Durante la privaciéon de suero los genes ehmybs4, ehmybs6,
ehmybs8, ehmybdr y ehmybs3 son los que se expresan mas abundantemente
(Fig.14B). Sin embargo, durante un choque térmico los genes aumentaron su

expresion son ehmybs1, ehmybs2, ehmybs5 y ehmybs?7.
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Figura 14. Patrén de expresion de los genes ehmybs de E. histolytica en diferentes
condiciones. Los niveles de expresion se obtuvieron con base en los transcriptomas
publicados en la base de datos AmoebaDB. A) Anélisis transcriptémicos obtenidos
por medio de microarreglos: Trofozoitos E. histolytica aislados del colon de ratones
infectados, de cultivo in vitro y de amibas aisladas del intestino en los dias 1 y 29
después de la infeccién (Gilchrist, et al.2006) y pardsitos E. histolytica en un modelo de
enquistamiento cultivados en medio de Robinson durante 1-8 semanas del
enquistamiento-desenquistamiento  (Ehrenkaufer, et al, 2007). B) Analisis
transcriptémicos obtenidos por medio de RNAseq: Efecto del estrés inducido por
ausencia de suero, se muestran los datos de condiciones normales; sometido a
inaniciéon de suero durante 24 h; y repuesto con suero durante 2 h, después de la
inanicién (Naiyer et al., 2019); Expresion obtenida de las cepas de E. histolytica
virulentas (HM1:IMSS) y no virulentas (Rahman) mediante Illumina RNA-Seq (Hon,
etal., 2013).
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De manera interesante, el gen ehmybs3 revel6 cambios significativos en la
expresion en las condiciones relacionadas con la virulencia y la interaccién con
las células epiteliales intestinales mostrando que su sobreexpresiéon en
condiciones de colonizacion intestinal puede proporcionar informacién ttil
sobre como los parasitos interacttian con el entorno intestinal del huésped. Asi
mismo este gen aumenta su expresiéon durante el enquistamiento, lo cual

también permite proponer que pudiera estar involucrado en este proceso.

3.5. Factor de transcripcion EhMybS3

El gen ehmybs3 tiene una longitud de 534 pb y codifica para la proteina
EhMybS3. Este TF consta de 177 aa y contiene un dominio DBD-Myb de 53 aa
(AmoebaDB ID: EHI_136420). Tiene un PM de 20 kDa con un pI de 9.6 (Tabla
3). La estructura tridimensional de EhMybS3 muestra que esta formada por
tres a-hélices estabilizadas por un ntcleo hidrofébico que las mantiene unidas
(Fig.15A). Este nacleo hidrofébico esté caracterizado por contener residuos de
aa como: Trp52, Phe60, Val6l, Leu64, Trp71, Ile74, 1le78, 11e86, His89, Ala90 y
Tyr93. Sin embargo, la fenilalanina (Phe) puede ser reemplazada por una

leucina (Leu) (Fig. 15D) (Cardenas, et al. 2021).

A

N-Term P

Figura 15. Estructura EhMybS3. A) Estructura de RMN de EhMybS3 representando
la hélice 1 (Thr53 a Phe67); hélice 2 (Asp70 a Gly79) y hélice 3 (Val83 a Leu97). B) Las
tres hélices estabilizadas por un ntcleo hidrofébico formado por los residuos Trp52,
Phe60, Val61, Leu64, Trp71, lle74, 11e78, 11e86, His89, Ala90 y Tyr93. Imagen obtenida
de Céardenas, et al., 2021.
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Por otro lado, se ha determinado que E. invadens tiene como ortélogo de la
proteina EhMybS3 a la proteina EIN_031250. Se sabe que esta proteina
EIN_031250 est4 implicada en procesos de enquistamiento-desenquistamiento
(Ehrenkaufer, et al., 2013), por lo que probablemente EhMybS3 también
podrian estar involucradas en esta red transcripcional asociada con la
conversion de trofozoito a quiste, y tener participacién en la modificacién de
la estructura de la cromatina, debido a que presenta dominios relacionados
con el complejo SWI/SNF (Cardenas, et al., 2021).

Otro ensayo realizado por el M. en C. Helios Cardenas, demostré6 que al clonar
el gen ehmybs3 en el vector pKT3M (Fig.16A) y transfectarlo en trofozoitos de
forma estable, se gener6 una proteina de fusion Myc-EhMybS3
sobreexpresada en estas células (Fig.16B), la cual al hacer un ensayo de
inmunodeteccion, se observé que EhMybS3 se localizaba en el nicleo de los
trofozoitos. El peso molecular de la proteina detectada mediante un ensayo de
inmunodeteccion fue de 24 kDa (Fig. 16C). También aislé el mRNA para un
analisis transcriptémico a través de un microarreglo que dio como resultado
la identificacion de 97 genes que modificaron su expresién. De los cuales: 40
genes se regularon positivamente y 57 genes se regularon negativamente (tesis
del M. en C. Helios Cérdenas en proceso). La mayoria de estos genes estan
implicados en procesos relacionados con el citoesqueleto, la transducciéon de

sefiales, la respuesta al estrés y la adhesion.
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Figura 16. Sobreexpresion de la proteina EhMybS3 en E. histolytica. (A) Analisis
de RT-PCR del gen ehmybs3 en trofozoitos transfectados de forma estable con el
plasmido vacio pKT-3M o pEhMybS3ox. Se utiliz6 como control el gen de la
subunidad rsp2 del ribosomal 40s. (B) SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie que
muestra extractos totales de trofozoitos transfectados (plasmido vacio pKT-3M o
pEhMybS30x). Se transfirié un gel duplicado a una membrana de nitrocelulosa y se
realiz6 un WB usando anticuerpos a-Myc y a-ehmybs3. (C) Los trofozoitos
transfectados se procesaron para Inmunofluorescencia y se incubaron con los
anticuerpos a-ehmybs3 o a-Myc, seguidos por el anticuerpo secundario a-conejo
acoplado a FITC. Los ntcleos se tifieron con DAPI y las preparaciones se visualizaron
mediante microscopia confocal. Puntas de flecha: ubicacion de ehmybs3 en los
nucleos. ph ¢, contraste de fase. Imagen obtenida de la tesis del M. en C. Helios
Cardenas.

Para comprender mejor el papel de este TF, asi como la funcién de los genes
que se estan modificando y los procesos biologicos con los que estan
asociados, proponemos en este estudio analizar con méas profundidad a la
proteina EhMybS3 y los patrones de expresiéon de sus genes blanco en E.

histolytica.
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4. Hipotesis
La sobreexpresion del factor de transcripcion EnMybS3 afecta la expresion de
sus genes blanco y las propiedades de virulencia de E. histolytica.

5. Justificacion

Entamoeba histolytica es el agente causal de la amebiasis intestinal, la cual es la
segunda causa de mortalidad ocasionada por un protozoario pardasito. La
regulacion de la expresiéon génica es relevante para modular la relacion
huésped-parasito y tiene un papel fundamental en la regulacion de la
virulencia y el enquistamiento. Los factores de transcripcion EhMybS modulan
su expresion en diferentes condiciones relacionadas con el ciclo de vida de este
parasito, especificamente el factor de transcripcion EhMybS3 modula genes
relacionados con la resistencia al estrés. Por lo que el estudio de EhMybS3
proporcionard informacion relevante sobre su papel en el control
transcripcional.

6. Objetivos
6.1. Objetivo General

Analizar el efecto de la sobreexpresiéon de EnMybS3 sobre sus genes blanco y
las propiedades de virulencia de E. histolytica.

6.2. Objetivos particulares

1. Caracterizar in silico la proteina EnMybS3.

2. Analizar los patrones de expresion de ehmybs3 y sus genes blanco en
condiciones basales y en diferentes eventos relacionados con los
procesos biologicos relevantes para el parasito E. histolytica.

3. Buscar secuencias conservadas en los promotores de los genes blanco
de EhMybS3.

4. Determinar la expresion de los genes blanco al sobreexpresar EnMybS3
en trofozoitos de E. histolytica.

5. Analizar el efecto de la sobreexpresiéon de EhMybS3 en las propiedades
de virulencia de E. histolytica.
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7. Estrategia experimental
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Andlisis de la secuencia de aminoacidos de EhMybS3, identificacion de

PTM e interactoma

A través de la base de datos AmoebaDB
(https:/ /amoebadb.org/amoeba/app/), se obtuvieron las secuencias del gen
y la proteina EhMybS3 al introducir su nimero de acceso (EHI_136420). La
secuencia de la proteina se descargd en formato FASTA. Posteriormente,
utilizando el servidor Expasy (https:/ /www.expasy.org/), se llevé a cabo el

andlisis del PM y el pl de la proteina.

Para identificar las PTM de la proteina EhMybS3, se utilizaron las siguientes

herramientas:

1. NetPhos-3.1-services
(https:/ /services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3):
Empleado para determinar los residuos susceptibles a fosforilacion,
utilizando los parametros preestablecidos.

2. JASSA V4 (http:/ /www jassa.fr): Utilizado para identificar los residuos
susceptibles de SUMOilacién, con la configuracion de pardmetros
preestablecidos.

3. YinOYangl.2-DTU
(https:/ / services.healthtech.dtu.dk/services/YinOYang-1.2/):
Empleado para determinar los residuos susceptibles a glicosilacion,
seleccionando los parametros "yin-yang site predictions" y "show all

S/ T residues".

En cuanto al analisis de interaccién proteina-proteina, se llevé a cabo a través
del servidor STRING (versiones 10.5, 11 y 12) (https://string-db.org),
ingresando el ntimero de acceso de la proteina EhMybS3 (EHI_136420) y

seleccionando el organismo E. histolytica. Se establecieron como pardmetros un

puntaje de interaccién de confianza media (0.400) como valor de corte y un
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namero maximo de no mas de 10 interactuantes.

8.2. Analisis ontoldgico (GO) del interactoma de EhMybS3

Para el analisis ontolégico (GO) en funcién molecular y proceso biolégico de
los genes blanco regulados por EnMybS3 de acuerdo con la clasificacion de
sus patrones de expresion, se utiliz6 el servidor PantherDB

(http:/ /www.pantherdb.org), donde se introdujo la lista de genes del

microarreglo realizado por el M. en C. Helios Cardenas (Tablas 10 y 11).

8.3. Clasificacién de genes blanco del factor de transcripcion EhMybS3 de

acuerdo con su nivel de expresion basal

Para analizar los patrones de expresion de los genes blanco del TF EhMybS3
se analiz6 el transcriptoma de trofozoitos en condiciones basales de cultivo
publicado por Shabardina, et al., 2018, en la base de datos AmoebaDB
(https:/ /amoebadb.org/amoeba/app). Los valores de expresién basal en
transcritos por millén (TPM) se procesaron de la siguiente forma: 1) Se aplic6
la transformacién log2 de los TPM; 2) Se obtuvo la media (x) de los datos; 3)
Cada dato se normaliz6 con la siguiente ecuacion: x= (log2 - x2)/sd. Una vez
normalizados se clasificaron de acuerdo con sus niveles de expresion
(expresion muy baja, baja, moderada, alta y muy alta) de acuerdo con la
estrategia reportada por Naiyer, et al., 2019. Para ello, se cont6 con la ayuda
del M. en C. Carlos Martinez, Profesor de la Academia de Matematicas, Plantel

Casa Libertad, UACM.

8.4. Identificacion de las secuencias conservadas en los promotores de genes

regulados por EhMybS3 de acuerdo con sus patrones de expresion

Dentro de la base de datos AmoebaDB (https:/ /amoebadb.org/amoeba/app)

se descargaron las secuencias en formato Fasta de las regiones promotoras de

los genes regulados por EhMybS3, clasificados por sus patrones de expresion

(muy baja, baja, moderada, alta y muy alta). Para ello, se obtuvieron las
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regiones promotoras a partir de 100 nucleétidos rio arriba del ATG y +40
nucleétidos rio abajo, con el fin de identificar motivos conservados en estas
regiones utilizando la herramienta MEME-SUITE Version 5.5.4

(https://meme-suite.org/meme/tools/meme) y como pardmetro un tamafio

de 6-12 nucleétidos para cada motivo.

8.5. Analisis de la expresion del gen ehmybs3 y sus genes blanco en
condiciones de colonizacién intestinal, enquistamiento -desenquistamiento

y virulencia

Para el andlisis de expresion del gen ehmybs3 y sus genes blanco en diferentes
condiciones utilizando datos de diferentes estudios transcriptémicos, se
empleo la base de datos AmoebaDB (https:/ /amoebadb.org/amoeba/app). Se
ingresaron los nimeros de acceso del gen ehmybs3 (EHI_136420) y de sus genes
blanco para su andlisis a través del transcriptoma de E. histolytica obtenido
durante la colonizacién intestinal, el cual fue reportado por Gilchrist, et al., 2006
mediante Microarreglos. Ademads, se analizaron los transcriptomas de E.
histolytica cultivados en medio Robinson durante 1 a 8 semanas como un
modelo de enquistamiento, obtenido por Ehrenkaufer, et al., 2007, y el
transcriptoma de E. histolytica en diferentes cultivos relacionados con la

virulencia mediante RNA-seq realizado por el autor Hon, et al., 2013.

Los datos recopilados se visualizaron en un mapa de calor a través del servidor
Heatmapper (http://www.heatmapper.ca/). Se seleccion6 el método de
enlace promedio (Average Linkage) para calcular la agrupacién jerarquica, y
se utilizo el coeficiente de correlacion de Pearson como método para calcular

la distancia entre filas y columnas.

8.6. Plasmidos empleados para sobreexpresar el factor de transcripcion

EhMybS3

Los plasmidos pKT3M (Saito-Nakano, et al., 2004) y pKT3M-ehmybs3 fueron

proporcionados por la Dra. Elisa Irene Azuara Liceaga (Posgrado en Ciencias
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Genoémicas-UACM). El grupo de trabajo de la Dra. Azuara cloné la secuencia
completa del gen ehmybs3 (EHI_136420) en el plasmido pKT3M, utilizando los
sitios de restricciéon Smal y Xhol. La construccion pKT3M-ehmybs3 contiene dos
promotores: el promotor de actina, que permite la expresiéon del gen de
resistencia a neomicina, y el promotor de cisteina sintasa, que controla la
expresion del gen ehmybs3. Esta construccion incluye una etiqueta 3X-Myc en
el extremo 5’ del gen ehmybs3 (Fig. 17), lo que permite la expresion de proteinas

etiquetadas con el tag de Myc.

Ccss' CS3'
Cvon~rar i N
-em o‘N .SpV 3“” ehmybs3

Spel Smal EcoRl Kpni

pKT-3M

Figura 17 . Construccién y representacién esquematica del vector de clonacién
pKT3M. Plasmido derivado de pBluescript KS II. Contiene el promotor de cisteina
sintasa (CS), gen de actina (Act) y gen de resistencia a neomicina (Neo). La etiqueta 3-
Myc estd ubicada en el extremo 5. El gen ehmybs3 se clond entre los sitios de restriccion
Smal y Xhol. Imagen obtenida de Saito-Nakano, et al., 2004.

La expansioén y transformacion de los plasmidos pKT3M y pKT3M-ehmybs3 se
realizé en bacterias Escherichia coli (E. coli) DH5a. Inicialmente, las células
competentes de E. coli DH5a se descongelaron en hielo y se dividieron en
alicuotas de 50 pL, a las cuales se les agregaron 20 ng de cada uno de los
plasmidos (pKT3M y pKT3M-ehmybs3). La transformacién de las bacterias se
llevé a cabo mediante un choque térmico en un bafio de agua a 42°C durante
30 s. Luego, se incub6 en hielo durante 3 min y se afiadieron 250 pL de medio
LB temperado para incubar a 37°C con agitaciéon a 200 rpm durante 1 h.
Después de la incubacién, se sembraron 50 pLL de cada transformacién en cajas
de Petri con medio LB-agar que contenia ampicilina (100 ug/mL), y se

incubaron a 37°C durante toda la noche. Posteriormente, en condiciones de
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esterilidad, se seleccion6 una colonia de la caja de Petri utilizando un asa
bacteriolégica, y se transfirié a un tubo con 5 mL de medio LB con ampicilina
(100 pg/mL), dejandolo incubar en agitacion a 37°C durante toda la noche. Al
dia siguiente, en condiciones de esterilidad, se transfiri6 el contenido de los
tubos a matraces de Erlenmeyer con 100 mL de medio LB y ampicilina (100
ng/mL), para incubar a 37°C con agitacion a 200 rpm durante toda la noche.
Para la cosecha de las bacterias, se centrifugé el in6culo en tubos falcén de 50
mL estériles a 6,000 rpm durante 5 min a 4°C para obtener la pastilla, la cual se

congel6 a -20°C o se proces6 segin fuera necesario.

8.7. Obtencién de DNA plasmidico

El DNA plasmidico de pKT3M y pKT3M-ehmybs3 se extrajo de las pastillas
obtenidas de las bacterias transformadas utilizando el kit QIAGEN® Plasmid
Plus Midi. Las pastillas se resuspendieron en 10 mL de buffer P1 con la ayuda
de un vortex. A continuacién, se agregaron 10 mL de buffer P2 de lisis, se
mezcl6 suavemente por inversion y se incubé durante 5 min a TA,
observandose una coloraciéon azulada en la mezcla. Después de la incubacioén,
se afiadieron 10 mL de buffer P3 frio, se mezcl6 hasta perder el tono azulado
y se incubé durante 15 min en hielo. Posteriormente, se centrifugaron a 8,000
rpm durante 30 min a 4°C para separar la fase acuosa que contenia el DNA y
el precipitado de proteinas. Por otro lado, se equilibr6é una columna del kit
QIAGEN® para cada plasmido con 10 mL de buffer de equilibrio (QBT). Una
vez equilibradas, se transfiri6 cuidadosamente el sobrenadante de cada
muestra en su columna correspondiente, permitiendo que las columnas se
vaciaran por gravedad. Luego, se lavaron las columnas dos veces con 15 mL
de buffer QC para eliminar contaminantes. Después de los lavados, las
columnas se colocaron en tubos falcon de 50 mL nuevos con 10 mL de
isopropanol, y se afiadieron 15 mL de buffer QF por las columnas para realizar

la precipitacion del DNA. Finalmente, el DNA se centrifugé a 8,000 rpm

durante 30 min a 4°C, se retir6 el sobrenadante y las pastillas resultantes se
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lavaron con 2 mL de etanol al 70%. Después de retirar el etanol, las muestras
se dejaron secar a TA. Posteriormente, se resuspendieron en 100 L de H2O

inyectable.

Inmediatamente, se cuantificé el DNA plasmidico a través del NanoDrop™
(Thermo Fisher Scientific™) y se verifico su integridad en un gel de agarosa al

1%. El DNA plasmidico se almacené a 4°C hasta su uso.

8.8. Obtencion de trofozoitos de E. histolytica que sobreexpresan el factor

de transcripcion EnMybS3.

8.8.1. Transfeccién transitoria. Se cultivaron ~1x10° trofozoitos de E.
histolytica en tubos de vidrio pequefios a 37° C por 30 min. Por otro lado, en
un tubo eppendorf de 1.5 mL nuevo, se adicioné 5 pg del plasmido + 150 pL
de medio TYI-S-33 sin suero + 5 uL de Superfect (QIAGEN®), se mezclaron
con ayuda de un vortex durante por 10 s y se incubaron por 10 min a TA. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacién, se adicioné 1 mL de medio TYI-S-
33 con suero templado. Estas mezclas se adicionaron a los trofozoitos pegados
a los tubos y se complementé con 1 mL de medio TYI-5-33 completo y se
incubaron a 37°C de forma horizontal durante 10 min. Después de la
incubacién, se adicionaron 6 mL de medio TYI-5-33 completo y se incubaron
por 3 h a 37°C / 5% COz de forma horizontal. Los tubos se envolvieron en
aluminio para evitar derrame de medio y contaminacion. Posteriormente, los
tubos se incubaron 10 min en hielo para que las amibas se despegaran, para
poder transferirlas a tubos grandes de vidrio para llevar el cultivo a 10 mL de

medio. Los trofozoitos se cosecharon a las 24, 48 y 72 hpt.
8.8.2. Transfeccion estable.

Para la transfeccion estable se sigui6 el protocolo descrito por Bettadapur, et
al., 2020, para ello se cultivaron trofozoitos crecidos en fase logaritmica en una

caja de cultivo de 25 cm?. Las células se cosecharon, se resuspendieron en

medio M199 (Sigma Aldrich) a una concentraciéon de 2.5x10° células/mL.
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Posteriormente, se prepar6 10 pg de DNA plasmidico en un total de 200 pL
de medio M199s (sin suero bovino adulto) en un criotubo de 2 mL y se afiadi6é
37.5 pL de Attractene Transfection Reagent (QIAGEN®) a cada tubo. Se
incub6 la mezcla de DNA-Attractene durante 10-15 min para permitir la
formacion de complejos de transfeccion de DNA. Finalmente, se agregaron
las células, se mezcl6 bien y se incubaron las amibas a 37°C durante 3 horas.
Al cabo de ese tiempo, se afiadi6 el contenido de los criotubos a una caja de
cultivo de 25 cm? que contenia 60 mL de medio TYI-S-33 completo con suero
bovino. Transcurridas 24 h, los trofozoitos se seleccionaron con el antibiético
G-418 (Life technologies, un analogo de neomicina) a una concentracién de 1
pg/mL a las 24 hpt. La concentraciéon del antibidtico se aument6
gradualmente considerando la confluencia de los cultivos (80%) y se
mantuvieron en cultivo hasta alcanzar una concentraciéon de 20 pg/mL de G-

418.

8.9. Analisis de la expresion de ehmybs3 y sus genes blanco

8.9.1. Extraccion de DNA gendmico

Para la extraccion del DNA genémico (DNAg), se empled el kit Wizard ®
Genomic DNA (Promega) siguiendo las indicaciones del proveedor. En
primer lugar, los trofozoitos de HML:IMSS E. histolytica (4 x 10°) fueron
cosechados mediante centrifugacién a 1,800 rpm durante 10 min a 4°C. El
sobrenadante fue retirado, y a la pastilla resultante se le afiadieron 600 uL de
soluciéon de lisis de ntcleos (NLS), la cual fue mezclada con la misma
micropipeta hasta obtener una mezcla homogénea, evitando la pérdida de
muestra. Después, se afiadieron 3 pL. de RNasa, mezclando por inversiéon de 2
a 5 veces de manera suave, seguido de una incubaciéon de 30 min a 37°C, y
posteriormente, una incubacién de 5 min a TA. Luego, se incorporaron 200 pL

de solucién de precipitacion de proteinas (PPS), agitindolo con un vortex

durante 20 s e incubédndolo en hielo durante 5 min. Se llevé a cabo una

57

Entamoeba histolytica



centrifugacién a 13,000 rpm por 4 min a 4°C, y el sobrenadante se transfiri6 a
un tubo Eppendorf de 1.5 mL nuevo con 600 pL de isopropanol previamente
afladidos. Se centrifugé por 2 min a 13,000 rpm a 4°C, y la pastilla resultante
se lavo con 600 pL de etanol al 70%. Después del lavado, se retir6 el etanol y
se permiti6 que la pastilla se secara. Una vez seca, se resuspendi6é con 100 pL
de agua estéril. Finalmente, el DNAg se cuantificé utilizando el NanoDrop™
de Thermo Fisher Scientific™. La muestra se almacené a 4°C hasta su

utilizacion.

8.9.2. Aislamiento de RNA de trofozoitos de E. histolytica que
sobreexpresan a EhMybS3

Los trofozoitos cosechados a las 24, 48 y 72 hpt fueron centrifugados a 1,800
rpm durante 5 min a 4 °C. Se desech¢ el sobrenadante y se aftadié 1 mL de
Trizol (Invitrogen). Los trofozoitos se resuspendieron y se incubaron en hielo
durante 5 min. Posteriormente, se agregaron 200 pL de cloroformo a los tubos,
los cuales se agitaron por 30 s y luego se incubaron durante 5 min a TA. Una
vez completado el tiempo de incubacién, se centrifugé a 12,000 rpm durante
15 min a 4°C. La fase acuosa se transfirié cuidadosamente a otro tubo y se le
afiadieron 500 pL de isopropanol frio, agitindolo por inversiéon. Luego, se
incub6 durante 10 min a TA y se centrifugé a 11,000 rpm a 4°C durante 20 min.
Se retir6 el sobrenadante y se agregé 1 mL de etanol al 75% para el lavado,
centrifugandolo a 11,000 rpm durante 5 min. Posteriormente, se retir6 el
sobrenadante y se dejo secar la pastilla. Finalmente, el RNA se resuspendi6 en
50 pL de agua inyectable estéril y la muestra se cuantific6 mediante
NanoDrop™ de Thermo Fisher Scientific™. Las muestras se almacenaron a -

20° C hasta su uso.

8.9.3. Tratamiento con DNasa 1 y obtencion de cDNA

Para el tratamiento con DNasa I, se afiadié 1 pg de RNA a un volumen de 8

nL con H?0 inyectable estéril. Se agregaron 1 nL. de DNasa I y 1 uL de buffer
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10x, seguido de una incubacién de 30 min a 37°C. Después de la incubacién,
se afiadié 1 pL de DNasa stop y se incub6 durante 10 min a 65°C para inactivar

la DNAsa I

En cuanto a la sintesis del cDNA, se emple6 1 pg de RNA previamente tratado
con DNAsa I. Se agreg6 1 pL de oligo dT (Promega), llevando la mezcla a un
volumen final de 5 pL, y se incub6 a 65 °C durante 5 min, seguido de una
incubacion a 4 °C durante 5 min. Posteriormente, se adicionaron 3 pL de buffer
Improm 5x, 2 uL. de MgClI2 (25mM), 1 uL. de dNTPs, 1 pL de RNAsin, 2 uL de
H20 y 1 pL de RT, llevando la reaccién a un volumen final de 15 pL.
Finalmente, la reacciéon se procesé en un termociclador con las condiciones

descritas en la figura 18, y las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

100

70°C

15 min

Temperatura (°C)
i

42°C
2550 / 60 min
5 min
0
Tiempo (min)

Figura 18. Condiciones para la sintesis de cDNA. Representacion grafica de la
temperatura (°C) y tiempo (min) en el que se realiza la amplificacion de cDNA.

8.9.4. Disefo de oligonucleétidos

Se disefiaron oligonucleétidos para analizar la expresion del gen ehmybs3
(EHI_136420) y dos de sus genes blanco seleccionados, cilicina-2 (EHI_080100)
y filamina (EHI_104630). Para ello, se descargaron las secuencias de

nucleétidos de la base de datos AmoebaDB y se emple6 el programa Primer

designing tool (https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi).
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En la tabla 4 se muestran los oligonucleétidos disefiados que amplifican

fragmentos menores a 220 pb y que fueran especificos para los genes.

Tabla 4. Oligonucleétidos disefiados para la amplificacién de los genes analizados.

ID Nombre Secuencia del oligonucledétido Tm (°C) Tamafo
| | | | |
EHI_136420 ehmybs3 S CCACAACCATTTACCTTAACTC 55 118 pb
| I 1
AS CATTTGTAGAGTCTCCAATGTG 55
| | | | |
EHI_080100 cilicina-2 S AGT AAA CAA CAA AAG GAG AATA 55 217 pb
| I 1
AS TAC GGA TGA AAC GCATAAAC 55
| | | | |
EHI_104630 filamina S TAC GGA TGA AAC GCATAA AC-3 55 208 pb
| | 1
AS TTC CAC AAG TAC CAG GAA AA 55
| | | | |
EHI_020280 40S S GAGATCACAACGGTCATGCT 55 189 pb
ribosomal | | |
protein S2, AS GTGACACGAACTGAACCACA 55
putative
(s2 40s)

8.9.5. RT-PCR semicuantitativa

Los ensayos de RT-PCR en tiempo final se llevaron a cabo utilizando 500 ng
de cDNA previamente tratado con DNase I y con DNAg utilizado como
control. Se afiadi6é 1x de PCR Master Mix (Promega) junto con 0.15 uM de cada
oligonucleétido, aforando la reaccién a un volumen final de 12.5 pL con H20
libre de nucleasas. Las condiciones de amplificacion se detallan en la figura 19.
Como control negativo, se emple6 la misma reaccion con el RNA tratado con
DNase 1. Para el anélisis de los productos amplificados, se preparé un gel de

agarosa al 1% en buffer TAE 1x tefiido con GelRed (Biotium).
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Figura 19. Condiciones de amplificacién para la RT-PCR semicuantitativa.
Representacion grafica del namero de ciclos, temperatura (°C) y tiempo (min) en el
que se realiza la amplificacion de genes.

8.9.6. Ensayo de RT-qPCR

En primer lugar, se descongel6 el Master Mix 2x QuantiFast SYBR Green PCR
(QIAGEN®), asi como las muestras de RNA tratado con DNase I, los primers
y H?O libre de RNase. Posteriormente, se preparé una mezcla especifica para
cada muestra en placas para PCR de 96 pozos, siguiendo las indicaciones
detalladas en la tabla 5.

Tabla 5. Componentes de la reaccién para la RT-qPCR

Volumen Reaccién

Componentes Placa 96 pozos
| 2x QuantiFast SYBR Green PCR | 12.5 yL |
Master Mix
Primer sentido 1puL
Primer antisentido lpL
Templado RNA 50 ng
QuantiFast RT mix 0.25 pL
H2O libre de RNase Variable
| Volumen final de la reaccién | 25 puL |
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Después de montar la placa de 96 pozos con las muestras, se colocé la placa de
PCR en el equipo de tiempo real (Applied Biosystems). A continuacion, se
programé el termociclador con las condiciones detalladas en la figura 20.
Ademas, se llevé a cabo un andlisis de la curva de disociacién (Melting curve)
de los productos de PCR para confirmar la ausencia de subproductos de

amplificaciéon o dimeros de los oligonucleétidos.

100 95°C { 95°C
Emin | 10s
o
© 60°C
S
E 50— 30s
a
o
e
o
40 ciclos
0

Tiempo (min)

Figura 20. Condiciones de amplificacién para la RT-qPCR. Representacion grafica
del ntiimero de ciclos, temperatura (°C) y tiempo (min) en el que se realiza el ciclado
de la amplificacion de los genes de interés.

8.10. Aislamiento de proteinas

Para precipitar las proteinas EhMybS3 sobreexpresadas a partir de la
transfeccion transitoria y estable, se afiadié 1.5 mL de isopropanol por cada 1
mL de trizol para la homogenizacion inicial de cada muestra, incubando
durante 20 min a TA. Después de la incubacion, se centrifugé a 12,000 rpm
durante 10 min a 4°C para obtener la pastilla y decantar el sobrenadante. Para

el lavado de la pastilla de proteina obtenida, se afiadieron 2 mL de solucién

0.3M de clorhidrato de guanidina en 95% de etanol, incubando durante 20 min
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a TA, seguido de una centrifugaciéon a 7,500 rpm durante 5 min a 4°C y
decantando el sobrenadante; este procedimiento se repiti6é en tres ocasiones.
Posteriormente, se agregaron 2 mL de etanol absoluto a la pastilla de proteina,
agitandolo con ayuda de un voértex durante 10 s y dejandolo incubar durante
20 min a TA. Después de la incubacion, se centrifugé a 7,500 rpm durante 5
min a 4°C para decantar el lavado con etanol. Por dltimo, se dejoé secar la
pastilla y se resuspendié con 200 pL de SDS al 1% mediante el uso de un
vortex. Para determinar el rendimiento de la proteina, se midié la

concentraciéon de las proteinas mediante el ensayo de DC Protein Assay

(BioRad).
8.11. Ensayo de Inmunodeteccion

Para el andlisis de la proteina EhMybS3 sobreexpresada a partir de las
transfecciones transitoria y estable, se llev6 a cabo la electroforesis
desnaturalizante en una dimensiéon en geles SDS-PAGE al 12% a 100V. Se
utilizé6 el marcador Dual color Precision Plus Protein™ (BIO-RAD) como
referencia de los PM de las proteinas. Los geles se tifieron con azul brillante de
Coomassie y se capturaron con el fotodocumentador Chemi-Doc XRS (BIO-
RAD). Para el analisis de WB, los geles se sumergieron en un buffer de
transferencia [48 mM Tris, 39 mM Glicina, 0.04% SDS, y 20% Metanol], al igual
que las membranas de nitrocelulosa y el papel Whatman. Se formé un
"sindwich" con papel-membrana-gel-papel y se coloc6 en una cdmara de
transferencia (BIO-RAD) del lado del catodo durante 60 min. Posteriormente,
las membranas se tifieron con Rojo de Ponceau al 0.1% (Sigma), se lavaron con
agua destilada para retirar la tincién y se bloquearon con leche Svelty (Nestlé)
al 5% en PBS-Tween 20 al 0.1% a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente,
las membranas se lavaron 5 veces con PBS-Tween 0.1%, se secaron y se

almacenaron a -20°C hasta su uso.

Para el andlisis de las proteinas obtenidas a partir de trofozoitos obtenidos de
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las transfecciones transitoria y estable, las membranas se incubaron con el
anticuerpo a-ehmybs3 obtenido en conejo empleando la proteina recombinante
EhMybS3 (no comercial, 1:1000). Como control de carga, se utiliz6 el
anticuerpo comercial a-actina (Sigma, 1:1000). Las membranas se incubaron
toda la noche a 4°C en constante agitacion. Al dia siguiente, las membranas se
lavaron 5 veces con PBS-Tween 20 y se incubaron con un anticuerpo
secundario a-conejo (Santa Cruz, 1:5000) durante 2 horas, cubiertas de la luz.
Se realizaron 5 lavados de 5 min cada uno, y los resultados se capturaron en el
fotodocumentador Chemi-Doc XRS (BIO-RAD) después de incubar durante 5

min con el reactivo luminata Forte Western HRP substrate (Merk).

8.12. Ensayo de Inmunofluorescencia para determinar la sobreexpresion de

EhMybS3

En placas de cultivo de 12 pozos se colocaron cubreobjetos esterilizados y
sobre ellos se afiadieron ~8x10° trofozoitos por pozo resuspendidos en 800 pL
de medio TYI-S-33 complementado con suero, sin que se desborden del
cubreobjetos y se dejaron incubar por 30 min a 37°C para permitir la adhesion
de las amibas. Para la fijacion, se retir6 el medio sin tocar el cubreobjetos y se
agregd ~1 mL de etanol absoluto previamente enfriado por pozo y se dej6
incubar a 4°C por 30 min. Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS
pH 6.8 filtrado y se afiadié 1 mL de cloruro de amonio (NH4Cl) 50 mM e incub6
a 37 °C por 30 min. Después de la incubacién, se retir6 el cloruro de amonio y
las preparaciones se bloquearon con 1 mL de BSA al 1% a 37 °C por 30 min.
Posteriormente, se retir6 el BSA y se realizaron tres lavados con PBS pH 6.8
tiltrado. En cAmara humeda, se incubaron los cubreobjetos toda la noche a 4°C
con el anticuerpo primario a-myc de ratén (Invitrogen, 1:250) para las
muestras de transfeccion transitoria. Para las muestras de transfeccion estable,
a-ehmybs3 de conejo (no comercial, 1:250) + H4K20me3 (Abcam, 1:100) y a-
EhMybS3 de conejo (no comercial, 1:250) + H3K27 (Abcam, 1:100). Después de

tres lavados con PBS pH 6.8 filtrado, las preparaciones se incubaron 2 h a 37°C
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cubiertos de la luz con el anticuerpo secundario a-FITC AffiniPure™ acoplado
a ratobn a una concentraciéon 1:100 (Jackson ImmunoResearch) para las
muestras de transfeccién transitoria y para las muestras de transfeccion
estable, el anticuerpo secundario a-conejo acoplado a Alexa Fluor 488
(Invitrogen, 1:150). Posteriormente, las muestras se lavaron tres veces con PBS
pH 6.8 filtrado y se incubaron con el marcador nuclear 4',6-diamidino-2-
phenylindolede (DAPI, Thermo Fisher Scientific) por 10 min a TA y cubiertas
de la luz. A continuacién, se llevaron a cabo dos lavados con PBS pH 6.8
filtrado. Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos, utilizando el
preservador de fluorescencia Vectashield. Las muestras se fijaron al
portaobjetos con esmalte de ufias y se analizaron por microscopia confocal en
un microscopio Zeiss (LS700), con la ayuda de la Dra. Abigail Betanzos
Ferndndez empleando el programa ZEN Light Edition en el Departamento de

Infectémica y Patogénesis Molecular del CINVESTAV-IPN.

8.13. Ensayo de eritrofagocitosis de los trofozoitos que sobreexpresan a

EhMybS3

Los trofozoitos transfectados establemente y seleccionados con 20 pm/mL de
G418 (pKT3M y pKT3M-ehmybs3) fueron tratados durante 10 min en hielo para
promover su desprendimiento del tubo y realizar el conteo en la cAmara de

Neubauer empleando la siguiente férmula:

[ No.amibas en I;)s 4 cuadrantes } X (10,000)= amiba/mL

Los eritrocitos obtenidos de una muestra de sangre humana fueron lavados
tres veces con solucion fisiolégica (concentracion isotonica de cloruro de sodio
NaCl al 0.9 %) mediante centrifugaciones a 3,500 rpm por 5 min entre cada

lavado. Posteriormente, se tomaron 10 pL de eritrocitos lavados y se diluyeron

en 1 mL de solucién fisiolégica para contarlos en una camara de Neubauer
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usando la siguiente férmula:

[ No. Eritrocitos en4|os 5 cuadrantes} X (10,000x100)= eritrocitos/mL

La cinética de eritrofagocitosis se realiz6 poniendo a interactuar 250,000
trofozoitos de E. histolytica con 6,250,000 eritrocitos en 900 pL de medio TYI-S-
33 sin suero a 37 °C por 0, 30 y 60 min, y como control se utilizé la misma
cantidad de trofozoitos de amibas, pero en condicién basal sin contacto con
eritrocitos. Finalizado, el tiempo de interaccién, se hicieron dos lavados con
agua estéril y un lavado con PBS pH 6.8 a 4 °C para causar la hemolisis de los
eritrocitos no fagocitados mediante centrifugaciones a 2,000 rpm por 5 min.
Por dltimo, se afiadié 250 pL de acido férmico (CH:0:) para medir la
absorbancia de las muestras a 400 nm en un espectrofotémetro. Estos analisis
se realizaron con la ayuda de la Dra. Patricia Cuellar Silva, investigadora en

Estancia Postdoctoral en el Posgrado en Ciencias Genémicas.

8.14. Efecto citopatico de los trofozoitos que sobreexpresan a EhMybS3

Las células MDCK (8x10# células/pozo) se crecieron a confluencia en placas de
48 pozos y se incubaron con 250,000 trofozoitos transfectados establemente y
seleccionados con 20 pg/mL de G418 (pKT3M y pKT3M-ehmybs3) por pozo, los
cuales se resuspendieron previamente en 200 pL de PBS pH 6.8 a 37°C por 30
min. Posteriormente, las placas se incubaron en hielo durante 15 min para
interrumpir la accién citopatica de los trofozoitos. A continuacion, los
trofozoitos se removieron con extensivos lavados con PBS pH 6.8 frio. La
monocapa resultante se fij6 con 100 pL de formaldehido al 4% durante 10 min
a TA y se lavo tres veces con PBS pH 6.8 frio. Por altimo, se agregaron 100 pL
de cristal violeta al 1% y se incubaron por 10 min. Después se hicieron dos
lavados con 200 uL de buffer de boratos 0.01 M y el resultado se capturé en el
fotodocumentador Chemi-Doc XRS (BIO-RAD). El colorante se extrajo de las

células agregando 200 nL de HC1 0.1 N y pasando la muestra a placas de ELISA
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de 96 pozos con tapa y la placa se cuantificé mediante espectrofotometria en
placas de ELISA a una longitud de onda de 660 nm. Las mediciones se
realizaron por triplicado. Como control de no destrucciéon de las monocapas, las
células no se trataron con trofozoitos, solo se incubaron con PBS pH 6.8 frio.
Estos andlisis se realizaron con la ayuda de la Dra. Patricia Cuellar Silva,

investigadora en Estancia Postdoctoral en el Posgrado en Ciencias Gendmicas.
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9. Resultados

9.1. Caracterizacion in silico de la proteina EhMybS3

El gen ehmybs3 tiene una longitud de 534 pb y no presenta intrones. Este gen
sintetiza una proteina que pertenece a la familia ERMybSHAQKYF, la cual
tiene un dominio Myb-DBD altamente conservado y estructurado. La proteina
EhMybS3 tiene 177 aminoacidos con una masa molecular de 20 kDa; su punto
isoeléctrico (pl) es de 9.6.

Determinar las caracteristicas anteriores es crucial porque determinan el
comportamiento y la solubilidad de la proteina, las interacciones con otras
moléculas, los procedimientos de purificacién y el comportamiento en diversos
entornos bioldégicos (Tabla 6)

Tabla 6: Caracterizacion in silico del gen y la proteina EnMybS3

Gen ehinybs3

Tamarfio de secuencia gendémica 534 pb
Tamario del transcrito 534 pb
Ntmero de intrones 0

Proteina EhMybS3
Tamano de la proteina 177 aa
Peso molecular 20 kDa
Punto Isoeléctrico (pl) 9.6

Datos obtenidos mediante la base de datos AmoebaDB y Cardenas, et al., 2021.

9.2. Analisis de PTMs de EhMybS3

Para caracterizar con mayor profundidad al TF EhMybS3, es esencial
comprender su regulacién, funcién en la expresion génica y su importancia en
procesos biolégicos y patologicos. Para ello, se realizaron andlisis de las
posibles modificaciones postraduccionales, incluidas fosforilaciones,
SUMOilaciones y glicosilaciones.

El analisis in silico, a través del servidor NetPhos 3.1, de las fosforilaciones que

puede sufrir el TF EhMybS3, arroj6 que al menos 44 residuos de aa son

susceptibles a esta modificaciéon. De estos, 26 corresponden a residuos de

serina, 14 de treonina y 4 de tirosina (Tabla 7, Fig.21). La fosforilaciéon de estos
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residuos es comun en las proteinas Myb y pueden tener un impacto

significativo en su actividad y funcién. En el caso de EhMybS3, se observé que

los residuos de serina son los més propensos a ser fosforilados. Esto podria

indicar que estas fosforilaciones pueden activar o desactivar a EhMybS3, o

puede influir en la capacidad para unirse al DNA y regular la expresion génica.

Phosphorylation potential

HetPhos 2.1a: predicted phosphorylation sites in EHI 1364206

1 1 L 1 L 1 1 1

Serine
Threonine
Tyrosine
Threshold

T T T T T T T T

8@ 188 128

Sequence position

Figura 21. Sitios potenciales de fosforilacion en la secuencia de aminoacidos de
EhMybS3. La fosforilacion en EhMybS3 se encontraron utilizando el servidor
NetPhos 3.1 Server- DTU. Valor de corte: 0-5.

Tabla 7. Aminoacidos susceptibles a fosforilacion en EnMybS3

Residuo Posicion Cinasa Score Umbral
| QYPLSPGSS | 16 | GSK3, cdk5, | 0.550-0.691 | 0.5

p38MAPK

SPGSSQSTS 20 DNAPK, ATM 0.614-0.651 0.5

GSSQSTSSS 22 PKC 0.545 0.5

SSQSTSSSP 23 cdc2 0.591 0.5

SQSTSSSPL 24 cdc2 0.521 0.5

QSTSSSPLP 25 PKC 0.551 0.5

STSSSPLPS 26 GSK3, cdk5, 0.515-0.539 0.5
cdc2

DRLVYTKKQ 35 EGFR 0.512 0.5

RLVYTKKQR 36 PKC 0.923 0.5
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QYTITKKRE 46 PKC 0.905 0.5

REVWTDAEH 53 PKG, CKIl 0.513-0.662 0.5
EYIGTKTWV 80 PKC 0.749 0.5
IGTKTVVQI 82 PKC 0.594 0.5
VQIRSHAQK 88 PKC 0.564 0.5
KLNKTAPPQ 100 PKG 0.520 0.5
PFTLTPLKN 109 cdk5, p38MAPK  0.547-0.574 0.5
SVQQSIIKS 119 PKC 0.695 0.5
SCPPSPQFH 129 GSK3, cdk5 0.540-0.645 0.5
HIGDSTNGI 139 PKC 0.502 0.5
SSAFSPVRD 148 cdk5 0.630 0.5
DYADYIQID 156 INSR, EGFR 0.517-0.558 0.5

Tabla elaborada con datos obtenidos del servidor NetPhos 3.1 (2023).

Por otro lado, los resultados obtenidos tras el andlisis de SUMOilaciones (Small
Ubiquitin-like Modifier), demostré que la secuencia de aa de EhMybS3 posee
3 sitios susceptibles a SUMOilacién (Fig.22A). La barra en color rojo indica la
secuencia “Consensus direct”, esta secuencia de aa es reconocida por la
maquinaria celular para llevar a cabo la SUMOilacién. De manera interesante,
también se encontré una secuencia SIM resaltado en color verde (Fig.22A y B),
que nos indica un motivo que le permite a EhMybS3 reconocer y unirse a

proteinas SUMOiladas para llevar a cabo diversas funciones celulares.
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Position Best Position

Sequence < Sequence Type DB Hit
K . PS |IType| Psd [DB Hit|[ Type | Psi | DB Hit ||__Site — —
K38 LPSDRLVYTRKORXQYTITXK|Nonel|(None [None None [Nome| 1 |[[AA170-173 LLGLLECYRRRLCY- - (SO (N
K48 Nonel Low| 2 |None [None
K75 None [None| None [None| 7
B
MSISPHDSFVPQYPLSP G SSQSTSSSPLPSDRLYVY T RK:'}:::KLREVR::R:ZZAK"E
VEGLALTF HED #w IR EYIGTHRITVVQIRSHARCQHK FLEEL BT APPQPFTLTPLIE FSVQQSsSTI 1 20
2 X s cC S PQFHDHIGDSTNGTISSATFS VRDYADYIQIDGLLGLLFCYLITLDLCY 5

Figura 22. Sitios susceptibles a SUMOilacion en la proteina EhMybS3. Se utiliz6 el
servidor JASSA V4 para identificar SUMOilaciones en EhMybS3. A) Tabla de
resultados de los sitios putativos SUMO vy tabla de resultados de los sitios putativos
SIM. B) El rectangulo vertical (azul) indica el sitio susceptible a SUMO, la linea
horizontal (verde) indica el motivo SIM, los cuadrados grises indican las lisinas (K) y
los cuadrados negros indican las lisinas susceptibles a SUMOilacién en la secuencia
de aminoacidos de EhMybS3.

Por ultimo, el andlisis de glicosilaciones indic6 que hay 32 sitios susceptibles a
O-GlucosilNAcetilacion (O-GlcNAc). Sin embargo, sélo siete sitios superaron
el umbral especificado (0.5). Los residuos de Ser/Thr que se predice que
estaran O-GlcNAcilados estan marcados con un asterisco (*) tanto en el residuo
como en la columna Yin-Yang (Fig.23; Tabla 8). Estos sitios pueden ser
modificados de manera reversible y dindmica por grupos O-GIcNAc en
diferentes momentos, lo que indica que la adicién y eliminacién de azucares;
particularmente en los residuos de aminoacidos 16 y 19, puede afectar la

funcién y regulacion de EhMybS3.
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Tabla 8. Aminoacidos susceptibles a glicosilacion en EnMybS3

Residuo Posicion Score Sitio Yin-Yang Umbral
| S | 16 | 0.7144 x | 0.5

S 19 0.5692 * 0.5

S 20 0.6868 - 0.5

T 23 0.5644 - 0.5

S 25 0.5012 - 0.5

S 119 0.5310 - 0.5

S 144 0.5313 - 0.5

Tabla elaborada con datos obtenidos del servidor YinOYangl1.2-DTU Health Tech
(2023)

¥YinOYang 1.2: predicted 0-Cheta)-GlcNAc sites in EHI-136420
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Figura 23. Sitios de O-glicosilacién previstos en la proteina EnMybS3. El potencial
de modificaciéon de O-GIcNAc de cada residuo Ser y Thr se muestra mediante lineas
verticales verdes, y los sitios Yin-Yang que se predijeron positivamente se muestran
con asteriscos azules en la parte superior. Los nimeros en la parte superior indican
los sitios Yin-Yang conservados. El perfil se predijo con el servidor YinOYang1.2-DTU
Health Tech, utilizando como referencia la secuencia de aminoacidos obtenida en
AmoebaDB.

Con los resultados obtenidos tras los andlisis realizados elaboramos un
esquema de la proteina EhMybS3 donde se muestra que esta proteina tiene
residuos susceptibles a fosforilaciones, SUMOilaciones y glicosilaciones, por lo
podrian estar involucrados en regular su actividad y localizacién celular (Fig.
24).

72

Entamoeba histolytica



4>
4>
—
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Figura 24. Proteina EhMybS3 de E. histolytica. Esquema de la proteina donde se
muestran su dominio Myb (rojo). En la parte superior se indican sus posibles
modificaciones post-traduccionales: Verde, glicosilacién; azul: fosforilacion, rosa:
SUMOilaciéon y NLS a la sefial de localizaciéon nuclear. En amarillo se muestra una
region que se predice intrinsicamente desordenada. La sefial de localizacién nuclear

se determiné empleando NLStradamus
(http:/ /www.moseslab.csb.utoronto.ca/NLStradamus/. El esquema se realiz6
empleando “MyDomains” (https:/ / prosite.expasy.org/ cgi-

bin/prosite/mydomains/).

9.3. Analisis in silico del interactoma de EnMybS3

Los dominios de unién al DNA en un TF tienen como funcién principal,
reconocer una secuencia especifica del DNA. Sin embargo, las regiones
intrinsecamente desordenadas pueden estar involucradas en llevar a cabo
interacciones proteina-proteina. Para determinar qué otras proteinas predichas
se encuentran interaccionando con EhMybS3, se realizé un andlisis in silico
mediante el servidor STRING. El interactoma arrojé un total de 31 nodos, 221
aristas y un valor p de enriquecimiento PPI<2.13e-06. (Fig.24). Como era de
esperarse, el interactoma revel6 que EhMybS3 interacciona con diversas
proteinas relacionadas a la transcripcién, debido a que este conjunto
desempefia un papel central en la regulacién de la expresién génica y, por lo
tanto, estas interacciones permiten que las células respondan dindmicamente
a diversas condiciones asegurando que los genes se expresen de manera

coordinada y controlada para llevar a cabo funciones biol6gicas esenciales.
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Figura 25. Interactoma in silico de la proteina EhMybS3. Las esferas representan las
proteinas que interaccionan con la proteina EhMybS3 (naranja) y que participan en
diversos procesos como: transcripcion (morado); ribosomal (rojo); ubiquitinacion
(amarillo); proteasoma (verde); choque térmico (rosa) y proteinas hipotéticas (blanco).
Ntmero de nodos: 31, nimero de aristas: 221, valor p de enriquecimiento PPI<2.13e-

06.

Es interesante notar que se predicen interacciones con proteinas involucradas
en la transcripcién, como es la acetiltransferasa GNAT, proteina con dominio
de unién a DNA MYB y una proteina que contiene el dominio SWIRM. Por otro
lado, también se observaron interacciones con proteinas del proteasoma, por
ejemplo: la subunidad reguladora del proteasoma, la subunidad alfa tipo 6 y 7

del proteasoma y algunas subunidades regulatorias de la proteasa 26S.
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Ademads, se encontraron varias proteinas relacionadas con la ubiquitinacién,
incluida la proteina que contiene el dominio UBX; la proteina con dedo RING;
la proteina de la familia cullin; la proteina de la familia Mov34/MPN/PAD-1,

entre otras.

Asimismo, EhMybS3 también interacttia con proteinas ribosomales como la
proteina ribosomal 40S, la proteina ribosomal 60S acida PO y varias proteinas
ribosomales 60S, asi como proteinas involucradas en el choque térmico, por

ejemplo: proteinas de choque térmico 70 (Tabla 9).

Tabla 9. Anotacién y funcién molecular de las proteinas que interactan con EhMybS3

Gen ID Anotacion
Transcripcién
EHI_087430 Proteina que contiene el dominio SWIRM
EHI 140660 Acetiltransferasa, familia GNAT
EHI 133220 Proteina con dominio de unién a DNA MYB
EHI 140300 Proteina de union al factor 1 modulado por poliaminas
Ubiquitinacion
EHI 103510 Proteina con dominio de ubiquitina, putativa
EHI 013080 Proteina de la familia de ubiquitina, putativa
EHI 055390 Proteina que contiene el dominio UBX
EHI_050500 Proteina de la familia Mov34/MPN/PAD-1
EHI 125920 Proteina homologa 1 de degradacion por fusién de ubiquitina
EHI 151630 Proteina con dedo RING, putativa
EHI 078420 Proteina de la familia cullin
EHI_ 152700 Familia de proteinas Skpl
Proteinas Ribosomales
EHI 036530 Proteina S27a del ribosoma 40S, putativa
EHI_ 074090 Proteina S14 del ribosoma 40S, putativa
EHI 135790 Proteina L10a del ribosoma 60S, putativa
EHI_175460 Proteina PO acida del ribosoma 60S, putativa
EHI_030760 Proteina L24 del ribosoma 60S, putativa
EHI 171300 Proteina L44 del ribosoma 60S, putativa
EHI_049000 Proteina L35a del ribosoma 60S, putativa

Entamoeba histolytica
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Choque térmico

EHI 197860 Proteina de choque térmico 70, putativa
EHI_148990 Proteina de choque térmico 70, putativa
EHI_111080 Familia de proteinas hsp70

Proteasoma

EHI 120650  Subunidad reguladora del proteasoma, putativa
EHI_187600  Subunidad regulatoria de proteasa 26S, putativa
EHI_080890  Subunidad regulatoria de proteasa 26S, putativa
EHI_194070  Subunidad regulatoria de proteasa 265 S10B, putativa
EHI_153190  Subunidad alfa tipo 6 del proteasoma, putativa

EHI 148040  Precursor de la subunidad beta tipo 7-B del proteasoma
EHI_160570  Subunidad regulatoria de proteasa 26S 8, putativa

Estos resultados indican que EhMybS3 es un componente que forma parte de
una compleja red de mecanismos reguladores que las células utilizan para
regular la expresion génica, adaptarse a su entorno, y mantener la homeostasis

celular.

9.4. Genes modificados al sobreexpresar al factor de transcripcién EhMybS3
En el laboratorio 2 de la Dra. Elisa I. Azuara, el M. en C. Helios Cardenas realiz6
un andlisis de microarreglo para determinar qué genes modulaban su
expresion al sobreexpresar EhMybS3 de E. histolytica. El microarreglo
determind un total de 97 genes, de los cuales: 57 se regulan negativamente

(Tabla 10) y 40 son regulados positivamente. (Tabla 11).

La sobreexpresion de EhMybS3 regulé una variedad de genes en diferentes
categorias funcionales. Por ejemplo, los genes cuya expresién aumenté estan
implicados en la traduccién de proteinas como la proteina S3a del ribosoma
40S. Ademas, se identificaron genes relacionados con la respuesta al estrés,
como la proteina de choque térmico 70 y hsp70A2. También se identificaron
genes involucrados en la transduccién de sefiales, como la proteina de

repeticién anquirina. Se encontraron genes relacionados con el metabolismo,

como la dTDP-D-glucosa 4,6-deshidratasa. Finalmente, se identificaron genes que
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codifican para proteinas relacionadas con citoesqueleto, como la profilina. En
cuanto a la virulencia, se destaco el gen precursor de amebaporina A y la cilicina-

2 (Tabla 10).

Tabla 10: Lista de genes regulados positivamente por la sobreexpresion de EnMybS3

Gene ID Anotacion FC
Traduccion (7)

EHI_050280 Proteina ribosomal S3a de 40S, putativa 1.45125

EHI_189940 Proteina ribosomal L34 de 60S 1.450066
EHI 181180 Proteina ribosomal L2/L8 de 60S, putativa 1.423582
EHI 158270 Proteina ribosomal L37 de 60S 1.392665
EHI 127330 Proteina ribosomal L17, putativa 1.365633
EHI 124300 Proteina ribosomal L11, putativa 1.344126
EHI 161970 leucil-tRNA sintetasa, putative 1.335546

Respuesta al estrés (5)
EHI 192440 Proteina de choque térmico 70, hsp70A2 1.502985
EHI_076480  Proteina de choque térmico 101 1.365263
EHI_199590  Proteina de choque térmico de 70 kDa 1.331361
EHI_052860  Proteina de choque térmico 70 1.299646
EHI_071590 Proteina isomerasa de disulfuro 1.352641
Transduccion de senales (9)

EHI_174100  Proteina de repeticién de anquirina 1.356629
EHI_012380 GTPasa de la familia Rab 1.34537

EHI_146500  Proteina putativa activadora de Rho GTPasa 1.341964
EHI_098280  Proteina 2 del tipo 14-3-3 1.319327
EHI_097060 Proteina que interacttia con Dab2 1.472792
EHI_201410  Precursor de proteoglicano-4, putativo 1.472499

EHI_020350  Proteina que contiene el dominio de fibronectina tipo III  1.452584

EHI_038440  Proteina que contiene el dominio de cierre de cremallera 1.385498
de glicina

EHI_161000 Proteina de la familia de fosfatasa de serina/treonina 1.593509

Metabolismo (3)

EHI 125700 dTDP-D-glucosa 4,6-deshidratasa, putativa 1.426523

EHI_095320 proteina asociada a la replicaciéon 1.366202

EHI_130700 enolasa, putativa 1.369307
Transcripcion (4)

EHI_136420 Proteina de unién al DNA Myb, familia SHAQKYF 18.693139

EHI_049790 Proteina que contiene el dominio bromo 1.343748

EHI_007350 Adaptina proteina 2 asociada a la capa de unién al oido  1.503667

EHI_192520 Coactivador de la transcripcién, putativo 1.309257
Citoesqueleto (2)

EHI 176140 Profilina, putative 1.652785

EHI_080100 Cilicina-2, putative 1.710069

77

Entamoeba histolytica



Virulencia (2)

EHI_159480 Péptido formador de poros ameobapore A 1.541621
EHI_144270 Proteina de la familia AIG1 1.507844
Ubiquitinacion (2)
EHI_166800 Ubiquitina, putativa 1.444049
EHI_119370 Proteina que contiene el dominio SPRY 1.477503
Enzimatica (2)
EHI 042170  Dipeptidasa aminoacil-histidina, putativa 1.381395
EHI_169840  Sintasa secundaria de tiamina-fosfato 1.319478
Hipotéticas (4)
EHI_196780 Proteina hipotética 3.302002
EHI_020980 Proteina hipotética 1.628494
EHI_ 011830 Proteina hipotética 1.345222
EHI 154580 Proteina hipotética 1.321963

*Datos obtenidos del microarreglo realizado por el M. en C. Helios Cérdenas.

En cuanto a los genes que se expresaron negativamente durante la
sobreexpresion de EhMybS3, se identificaron genes implicados en la
traduccion, como el gen que codifica la proteina ribosomal L22 del 60S. La
sobreexpresion de EhMybS3 también afecté genes relacionados con funciones
nucleares, como la particién cromosémica. Ademads, se encontraron genes
implicados en el metabolismo, como la proteina de unién al oxisterol, y genes
del citoesqueleto, como la filamina (Tabla 11).

Tabla 11: Lista de genes regulados negativamente por la sobreexpresion de EnMybS3

Gene ID Anotacion FC
Traduccion (6)
EHI 141940 Proteina ribosomal L22 de 60S -1.63
EHI 146570 Proteina ribosomal S19 de 40S, putativa -1.60
EHI 182590 Proteina ribosomal S30, putativa -1.47
EHI_047810 Ligasa de lisina-tRNA -1.72
EHI_148820 Proteina ribosomal S24, putativa -1.46
EHI_ 148230 Proteina ribosomal L37a de 60S, putativa -1.34
Citoesqueleto (8)
EHI_199000 Proteina con dominio de homologia de calponina -1.41
EHI_136150 Proteina asociada a la adenilil ciclasa -1.40
EHI 158570 Actobindina, putativa -1.40
EHI_174910 Subunidad de 21 kDa del complejo ARP2/3 -1.35
EHI_005020 Subunidad beta de la proteina F-actina -1.35
EHI_140720 Cadena pesada de miosina -1.34
EHI_049920 Proteina de la familia de tubulina -1.32
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EHI 104630 Filamina 2, putativa -1.31
Nicleo (6)
EHI_155530 Proteina de particién cromos6émica -1.66
EHI 001400 Proteina RAD23, putativa -1.47
EHI_183240 Dominio de motivo de reconocimiento de RNA -1.37
EHI_158940 Factor de unién a la caja G, putativo
EHI_092080 Tricohialina -1.32
EHI_110740 Proteina asociada al axonema mst101 -1.53
Metabolismo (5)
EHI 074110 Proteina unida a oxisterol, putativa -1.57
EHI_039190 Aldosa reductasa, putativa -1.44
EHI 082530 Carboxilasa de acetil-coA, putativa -1.40
EHI_106690 Aspartil aminopeptidasa, putativa -1.39
EHI_049670 Proteina asociada al axonema mst10 -1.40
Transduccién de senales (7)
EHI 047750 Proteina unién a nucleétidos, putativa -1.51
EHI 183260 Repeticion rica en leucina -1.47
EHI 127410 Proteina con dominio de cinasa -1.42
EHI 033250 Proteina unién a poliadenilato -1.50
EHI 131140 Proteina con dominio PX -1.31
EHI 054800 Proteina con dominio variante sh3 -1.30
EHI_084660 Proteina con dominio de tipo B de saposina -1.42
Adhesion (6)
EHI 025700 Proteina rica en serina, treonina e isoleucina -1.43
EHI 172850 Antigeno de superficie ariell, putativo -1.39
EHI 035690 Subunidad de 35 kDa de la lectina inhibible por -1.39
galactosa
EHI_077500 Subunidad de 170 kDa de la adhesina especifica para -1.37
galactosa
EHI_080200 Antigeno de superficie ariell, putativo -1.33
EHI 015120 Proteina rica en leucina, perteneciente a la familia -1.29
BspA
Reparacion (2)
EHI 133530 Reparacion de rotura de doble cadena de DNA, ATPasa -1.73
Rad50
EHI 022130 Reparacion de rotura de doble cadena de DNA, ATPasa -1.34
Rad50
Metabolismo (1)
EHI 041480 Proteina similar a la mucina 1 -1.31
Transcripcion (3)
EHI_154200 Nucleasa sbcCD subunidad C -1.54
EHI_081110 Proteina con dominio de la subunidad alfa de tfiie -1.38
EHI_011400 Fosfoproteina asociada al factor de transcripcion -1.35
TATA-binding
Hipotéticas (12)
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EHI_183250 Proteina hipotética -1.68
EHI_109920 Proteina hipotética -1.65
EHI_114770 Proteina hipotética -1.64
EHI_146110 Proteina hipotética -1.57
EHI_093740 Proteina hipotética -1.56
EHI_021190 Proteina hipotética -1.51
EHI_177190 Proteina hipotética -1.51
EHI_047800 Proteina hipotética -1.46
EHI_111550 Proteina hipotética -1.42
EHI_027370 Proteina hipotética -1.38
EHI_048240 Proteina hipotética -1.38

EHI_012020 Proteina hipotética -1.37

*Datos obtenidos del microarreglo realizado por el M. en C. Helios Cardenas

Estos resultados ayudan a comprender cémo la sobreexpresion del TF
EhMybS3 afecta varios procesos celulares en E. histolytica. Este tipo de
investigacion es esencial para comprender los mecanismos moleculares que
subyacen a la regulacién génica y las respuestas celulares en esta ameba
pardsita. Investigaciones adicionales pueden ayudar a dilucidar las funciones
especificas de estos genes y como contribuyen a la biologia y patogenicidad de

E. histolytica.

9.5. Analisis Ontolégico (GO) de los genes que modificaron su expresion en

trofozoitos de E. histolytica que sobreexpresan a EnMybS3.

Con el fin de conocer las funciones moleculares y los procesos biolégicos de los
genes blanco del TF EhMybS3, se realizé un andlisis ontolégico (GO). En el
andlisis de la funcién molecular de genes regulados positivamente por la
sobreexpresion de EnMybS3, se encontr6 que al 75% (30 genes) no se les pudo
asignar una categoria debido a que estan anotadas como proteinas hipotéticas.
E17.5% (3 genes), estan asociados con actividades de union (GO:0005488), entre
los que se encuentran profilina-1 (EHI_176140), la proteina ribosomal 60S L37-
Ay L11 (EHI_158270;EHI_124300). E1 10% (4 genes) de los productos proteicos

tienen actividad catalitica (GO:0003824), es decir, codifican para enzimas que

pueden ser cruciales para las vias metabolicas, entre los que se encuentran la
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enolasa-1 (EHI_130700), leucina-tRNA ligasa (EHI_161970), proteina disulfuro
isomerasa (EHI_071590) y aminoacil-histidina dipeptidasa (EHI_042170). El
2.5% (1 gen) tiene actividad reguladora de la funcién molecular (GO:0098772),
esta categorfa indica que el gen desempefia un papel importante en la
regulacién de las funciones de otras moléculas, como es el gen que codifica
para una Rho GTPasa (EHI_146500). Y, por ultimo, el 5% (2 genes) tienen
actividad molecular estructural (GO:0005198), es decir, participan en la
formacion de los componentes estructurales de células y tejidos, tal como el
gen que codifica para la proteina ribosomal 60S L11 y L17 (EHI_124300;
EHI_127330) (Fig. 25A).

Por otra parte, el anélisis del proceso bioldgico determiné que al 53.8% (28
genes) no se les pudo asignar una categoria debido a que estan anotadas como
proteinas hipotéticas. Un 7.7% (4 genes) estd implicado en la regulaciéon
biolégica (GO:0065007), tal como el gen que codifica para una Rho GTPasa
(EHI_146500), 14-3-3 proteina 2 (EHI_098280), profilina-1 (EHI_176140) y
proteina de choque térmico de 70 kDa (EHI_199590). El 17.3% (9 genes)
participan en procesos celulares (GO:0009987), algunos de ellos son el gen que
codifica para la enolasa 1 (EHI_130700), profilina-1 (EHI_176140) y proteina de
choque térmico de 70 kDa (EHI_199590). Mientras que el 5.8% (3 genes)
participan en procesos de localizacién (GO:0051179), como el gen que codifica
para la profilina-1 (EHI_176140), Rab GTPasa (EHI_012380) y NECAP PHear
(EHI_007350). Ademas, se encontr6 que el 9.6% (5 genes) participa en procesos
metabdlicos (GO:0008152), como enolasa 1 (EHI_130700), proteina receptora
serina_treonina cinasa (EHI_174100) y proteina de choque térmico de 70 kDa
(EHI_199590). Por ultimo, el 5.8% (3 genes) tales como 14-3-3 proteina 2
(EHI_098280), Rho GTPasa (EHI_146500) y proteina de choque térmico de 70
kDa (EHI_199590), estan involucrados en la respuesta al estimulo

(GO:0050896), estos podrian implicar reacciones a sefiales ambientales o

modificaciones en el medio ambiente (Fig. 25B).
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Figura 26. GO de la funcion molecular y proceso biolégico de los genes regulados
positivamente por EhMybS3. Grafica de pastel con la distribuciéon de los genes
regulados positivamente por la sobreexpresiéon de EnMybS3 clasificadas por funcién
molecular y proceso biolégico a través del programa Panther DB.

En cuanto a los resultados obtenidos de la funcién molecular de los genes
expresados negativamente, se identificé que el 65.0% (39 genes) no se les pudo
asignar una categoria debido a que estan anotadas como proteinas hipotéticas.
El 21.7% (13 genes) tienen funciéon de unién (GO:000548), entre ellos se
encontr6 el gen que codifica para la proteina asociada a adenilil ciclasa
(EHI_136150), cadena beta de tubulina (EHI_049920), RAD23 (EHI_001400) y
proteina de unién a poliadenilato (EHI_033250) El 6.7% (4 genes) tienen
funcién catalitica (GO:0003824), como es el gen que codifica para acetil-CoA
carboxitransferasa (EHI_082530), aldosa reductasa (EHI_039190) y lisina-tRNA
ligasa (EHI_047810). El 5% (3 genes) estdn involucrados en la actividad
molecular estructural (GO:0005198), como es el gen que codifica para la
tubulina (EHI_049920), proteina ribosomal 40S S19 (EHI_146570) y proteina
ribosémica 60S L22 (EHI_141940). Solamente el 1.7% (1 gen) tiene funcién de
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transporte (GO:0005215), el cual es el que codifica para la proteina fijadora de
oxisterol (EHI_074110) (Fig.26A).

En lo referente a procesos bioldgicos, los genes regulados negativamente
resultaron que el 67.2% (43 genes) no se les pudo asignar una categoria ya que
estdn anotadas como proteinas hipotéticas. Sin embargo, el 4.7% (3 genes)
participan en la regulacion biolégica (GO:0065007), como la subunidad beta de
la proteina bloqueadora de actina F (EHI_005020), proteina asociada a adenilil
ciclasa (EHI_136150) y la proteina con dominio de reconocimiento de RNA
(EHI_183240). El 15.6 % (10 genes) estan involucrados en procesos biol6gicos
(GO:0009987). Mientras que el 1.6% (1 gen) esta implicado en el proceso de
desarrollo (GO:0032502), es decir, que este gen puede estar implicado en
eventos relacionados con el crecimiento y la diferenciacion celular, tal es el caso
del gen que codifica para la subunidad beta de la proteina bloqueadora de
actina F (EHI_005020). Ademas, un 9.4% (6 genes) se clasificaron en procesos
metabdlicos  (GO:0008152), entre ellos se encuentra acetil-CoA
carboxitransferasa (EHI_082530), lisina-tRNA ligasa (EHI_047810) y RAD23
(EHI_001400). Y en respuesta al estimulo (GO:0050896), se determiné el 1.6%
(1 gen), tal es el gen que codifica la proteina asociada a adenilil ciclasa
(EHI_136150) (Fig. 26B).

Los genes clasificados en diversas categorias de funcién y procesos biol6gicos
proporcionan informacion valiosa sobre los cambios funcionales que ocurren

debido al impacto de la sobreexpresion de este TF.
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Figura 27. GO de la funcién molecular y proceso biolégico de los genes regulados
negativamente por EhMybS3. Gréfica de pastel con la distribucién de los genes
regulados negativamente por la sobreexpresion de EnMybS3 clasificadas por funcion
molecular y proceso biolégico a través del programa PantherDB.

9.6. Identificacién de las redes de regulacion transcripcional de los genes

regulados por EhMybS3 mediante inferencia bayesiana

Empleando la base de datos AmoebaDB se analiz6 la expresién basal de los
genes blanco identificados en el transcriptoma obtenido mediante un
microarreglo realizado en el estudio de Céardenas H. (Tesis de doctorado en
proceso). En la base de datos de AmoebaDB se analizaron los 97 genes que
cambiaron su expresion, al sobreexpresar a EhMybS3 y se obtuvo el valor en
TPM de expresioén basal de acuerdo con el transcriptoma de Shabardina, et al.,
2018. Posteriormente, se clasificaron por categorias de expresion empleando
el valor normalizado del log2 de los TPM. Para realizar una clasificacion
empleando estadistica bayesiana con la finalidad de determinar Ia
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probabilidad de que un gen dado tiene un nivel de expresion especifico (Fig.
27) de acuerdo con lo publicado por Naiyer y colaboradores (2019). Este
analisis dio como resultado una clasificacién de 5 grupos con niveles de
expresion: Muy alto (n=5 genes), Alto (n=11 genes), Moderado (n=65 genes),
Bajo (n=7 genes) y Muy Bajo (n=8 genes). Tras este andlisis, se pudo
determinar que el gen de interés ehmybs3 pertenece al grupo de genes con un

nivel de expresion baja en condicién basal.
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Figura 28. Clasificacion de la expresion de los genes que se modularon al
sobreexpresar el factor de transcripcion ehmybs3. Histograma de valores de
expresion de los genes blanco regulados por EhmybS3 organizados en diferentes
categorias: Expresion Muy baja, Baja. Moderada, Alta y Muy Alta. Anélisis elaborado
por el M. en C. Carlos Ernesto Martinez Rodriguez.

Este analisis revel6 que el gen EhMybS3 pertenece al grupo de genes con un
nivel de expresién bajo en condiciones basales y nos permitié6 determinar la

clasificaciéon de sus genes blanco para una mayor comprension.

Estos resultados son importantes para los analisis subsecuentes que nos

permitirdn determinar coémo la expresion de ehmybs3 se modula en respuesta a
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diferentes estimulos o condiciones experimentales, y como esta regulacion

puede influir en los procesos biol6gicos en los que participa el gen.

9.7. Identificacion de secuencias conservadas en los promotores de genes

regulados por EhMybS3 de acuerdo con sus patrones de expresion

Para comprender la regulacion de la expresion génica en E. histolytica, se
realiz6 un andlisis de identificacion de secuencias conservadas en los
promotores de genes regulados por EnMybS3, segtin su patrén de expresion
(muy baja, baja, moderada, alta y muy alta) mediante el programa MEME-

SUITE (https:/ /meme-suite.org/ meme/tools/meme).

Las secuencias consenso de los motivos encontrados se recopilaron en la Tabla
12 junto con el nivel de expresién correspondiente; el nimero de promotores
analizados; el nimero de promotores que contenian la secuencia consenso
identificada y el valor-e de cada motivo.

Interesantemente se identific6 el motivo GAGA en el motivo 2 (M2) en los
promotores de genes con un nivel de expresién muy bajo. También se observa
que se encuentran conservadas varios elementos como la caja GAAC dentro
de estas secuencias: un elemento GAAC asociado en los promotores de genes
con expresion moderadamente baja (M4), moderada (M8), moderadamente
alta (M10) y muy alta (M13). Asi como también se encontraron cajas CAAC
asociados con una expresion muy baja (M1), moderadamente baja (M4),
moderada (M9) y moderadamente alta (M10); y cuatro cajas GAAG en
promotores de expresion muy baja (M2), moderadamente baja (M4,M6),

moderada (M7) y moderadamente alta (M10).
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in silico de secuencias consenso de motivos

Tabla 12. Identificacion
conservados en genes con diferentes niveles de expresiéon
Numero de Secuencia consenso del Numero de Namero de Valor E Nivel de
secuencia motivo promotores promotores que expresion
analizados contengan la basal
secuencia consenso
del motivo
M1 ﬁ]gAACQAQA 8 8 2.1e+001 Muy baja
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21
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En general, la mayoria de los motivos encontrados son ricos en A y ricos en C,
consistente con lo que se sabe sobre la transcripcion de genes que codifican
proteinas en el pardsito E. histolytica, el cual parece estar controlada por tres
elementos que acttian en cis contenidos dentro de los 40 pb rio arriba del sitio
de inicio de la transcripcién, como lo es el elemento Inr, TATA-box y GAAC-
box.

9.8. Analisis de los patrones de expresion de los genes blanco de expresién

baja y moderada en diferentes condiciones.

Anteriormente, se llev6 a cabo un analisis de los cambios de expresion de la
familia de factores de transcripcion EhMybSHAQKYF (pag.35-36),
centrandose en el gen ehmybs3 y como se relacionan con diversas condiciones
cruciales para el parasito E. histolytica. De manera interesante, se observé que
ehmybs3 modulé su expresiéon significativamente en respuesta al
enquistamiento, la colonizacién intestinal y la virulencia, asi como el estrés
inducido por privacién de suero y choque térmico. Esto sugiere que ehmybs3
puede estar implicado en la regulaciéon de genes relacionados con estas
condiciones. Por lo que se decidi6é analizar los patrones de expresion de los
genes blanco que pertenecen a los grupos de expresion baja y moderada segtin
la clasificacién bayesiana (anteriormente descrita); considerando que ehmybs3
pertenece a la categoria de expresion baja, lo que sugiere que podria tener un
papel especifico en la regulacion de genes que normalmente se expresan a
niveles similares. El grupo de expresion moderada se incluy6 en el andlisis, ya
que contiene mayor nimero de genes, lo que indica que ehmybs3 podria estar
involucrado en la regulacién de un conjunto mas amplio de genes que se

expresan a niveles moderados.

Durante la colonizacion intestinal se observaron genes que aumentan su

expresion en comparacion con la condicién basal (EHI_131140, EHI_104630,

EHI_005020, EHI_111550). Estos genes presentan un patrén de expresion
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similar a ehmybS3 y sus productos proteicos tienen funciones relacionadas con
la transcripcién, traduccién, citoesqueleto y transduccion de sefales. En las
tablas 9 y 10 se desglosa la anotacién de estos genes. Por otro lado, se observé
una disminucién de la expresion de ehmybs3 en el dia 0 adaptado al ratén y el
dia 1, a comparacién con la mayor sobreexpresion en el dia 29 de la

colonizacién intestinal (Fig.28).
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Figura 29. Cambios en la expresién de los genes blanco de EhMybS3 en un modelo
murino. Mapa de calor que muestra los niveles de expresion obtenidos de los anélisis
de transcripcion reportados en AmoebaDB durante la interaccién de trofozoitos con
un modelo murino en la colonizacion intestinal (Gilchrist, et al., 2006). ehmybs3 se
encuentra de color rojo, los genes que presentan un patrén de expresion similar a
ehmybs3 se indican con asterisco.

De igual modo, se analizaron los niveles de expresion de los genes blanco de
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EhMybS3 en condiciéon de enquistamiento/desenquistamiento, donde se
observa que ehmybs3 mantiene una mayor expresiéon en la semana 1 de
enquistamiento en medio Robinson, a comparacion con la condicién basal y la
cepa 200: NIH bajo en glucosa. De igual manera se encontraron genes blanco
con una expresion similar a ehmybs3 (EHI_081110, EHI_015120, EHI_038440,
EHI_106690, EHI_119370, EHI_125700, EHI_201410), los cuales, codifican
proteinas involucradas en funciones relacionadas con la transcripcion,
adhesion, metabolismo, citoesqueleto y transduccién de sefiales. En las tablas

9y 10 se desglosa la anotacion de estos genes (Fig. 29).
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Figura 30. Cambios en la expresion de los genes blanco de EhMybS3 en medio
Robinson. Mapa de calor que muestra los niveles de expresiéon obtenidos del
microarreglo del RNA de parasitos E. histolytica cultivados en medio de Robinson
durante 1-8 semanas del enquistamiento reportados en AmoebaDB (Ehrenkaufer, et
al., 2007). ehmybs3 se encuentra de color rojo, los genes que presentan un patrén de
expresion similar a ehmybs3 se indican con asterisco.
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Por ultimo, durante la condicién de virulencia en diferentes cultivos, se
identific6 que una gran cantidad de genes (EHI_052860, EHI_092080,
EHI_022130, EHI_110740, EHI_133530, EHI_177190, EHI_015120, EHI_155530,
EHI_047810, EHI_001400, EHI_140720, EHI_146500, EHI_081110, entre otros)
que participan en procesos como adhesion, transduccion de sefales,
citoesqueleto, transcripcién, metabolismo y ntcleo, tienen una similitud con
la expresion que presenta ehmybs3 en cepas virulentas en explante de colén, lo

cual indica que podrian involucrados en la virulencia para la amiba (Fig. 30).
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Figura 31. Cambios en la expresion de los genes blanco de EhMybS3 en diferentes
condiciones de cultivo. Mapa de calor que representa los niveles de expresion
obtenidos mediante Illumina RNA-Seq reportados en AmoebaDB en diferentes
cultivos relacionados con la virulencia (Hon, et al., 2013). ehmybs3 se encuentra de
color rojo, los genes que presentan un patrén de expresion similar a ehmybs3 se
indican con asterisco.
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En conclusién, es interesante ver como la expresion de ehmybs3 y sus genes
blanco varian en diferentes condiciones bioldgicas, ya que estos hallazgos
indican que ehmybs3 desempefia un papel importante en la regulaciéon de
genes relacionados con enquistamiento, colonizacién intestinal y virulencia en

E. histolytica.

9.9. Determinar la expresion de los genes blanco al sobreexpresar EhMybS3
en trofozoitos de E. histolytica

9.9.1. Analisis del vector de expresion pKT3M y pKT3M-ehmybs3

Primeramente, se verificé la integridad de los plasmidos pKT3M y pKT3M-
ehmybs3 mediante un gel de agarosa al 1%. Este resultado muestra una sola
banda que corresponde al DNA plasmidico superenrollado en el carril 1 y carril
2 (Fig.31A). Por otro lado, para verificar la presencia del gen ehmybs3 en el
vector pKT3M, se realiz6 una restriccién utilizando las enzimas Smal y Xhol
que permiti6 la liberaciéon de un fragmento de 534 pb correspondiente al
tamafio del gen ehmybs3 (Fig.31B). Estos resultados confirmaron que el gen

ehmybs3 se encuentra clonado en el plasmido pKT3M.
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Figura 32. Caracterizacién de los plasmidos pKT3M y pKT3M-ehmybs3 usados para
transfeccién. A) Obtencion de los plasmidos pKT3M y pKT3M-ehmybs3 por medio de
lisis alcalina. B) Analisis por restriccion de los pldsmidos con las enzimas Smal y Xhol.
Los plasmidos se corrieron en geles de agarosa al 1%, se tifieron con GelRed y se
visualizaron en un transiluminador. M, marcador de 100 pb.

95

Entamoeba histolytica



9.9.2. Analisis de la sobreexpresion del gen ehmybs3 en trofozoitos

transfectados

Los trofozoitos de E. histolytica se transfectaron tanto de manera transitoria
como estable, con las construcciones pKT3M y pKT3M-ehmybs3. En el caso de
la transfeccion transitoria se analizaron diferentes tiempos postransfeccion
(hpt): 24, 48 y 72 para observar la sobreexpresion de ehmybs3. Esta
sobreexpresion fue evaluada mediante ensayos de RT-PCR y RT-qPCR
utilizando oligonucleétidos especificos para amplificar los genes ehmybs3 y s2
40s (control). Para ello, se estandarizaron las condiciones de amplificaciéon de
los genes, para lo cual primero se extrajo el RNA total de trofozoitos cultivados
en condiciones normales y se llevé a cabo la sintesis de cDNA, seguida de la
amplificacion mediante PCR. Como resultado, en la figura 32A se muestran
amplicones de 189 pb correspondientes al gen ehmybs3 y de 118 pb para el
control s2 40s. Estos tamafios concuerdan con los esperados y confirma la
expresion de ehmybs3 en condiciones basales. En este analisis, se incluyeron
como controles positivos el DNA genémico (DNAg) y el RNA tratado con
DNasa 1 (RT-), con el propésito de confirmar la ausencia de contaminacién en
las muestras. Adicionalmente, mediante un analisis de RT-qPCR, se observé
un notable aumento de expresion del fold change a las 72 hpt del gen ehmybs3,
alcanzando aproximadamente un valor de 6, en comparacién con las amibas
que contenian el vector vacio (pKT3M) y los trofozoitos en condiciones basales,
destacando una significativa sobreexpresion de este factor en dicho periodo en
comparacion con los tiempos de 24 y 48 hpt (Fig.32B). Posteriormente, se
realiz6 otro andlisis de RT-qPCR en trofozoitos transfectados establemente
para confirmar que la sobreexpresion de ehmybs3 en condiciones estables y

seleccionadas con el antibidtico G-418 (20 pg) (Sigma-Aldrich) (Fig.32C).
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Figura 33. Andlisis de la expresién de ehmybs3 en trofozoitos transfectados. A) RT-
PCR en condiciones basales B) RT-qPCR de trofozoitos transfectados de manera
transitoria analizados a diferentes intervalos de tiempo y C) RT-qPCR de trofozoitos
transfectados establemente y seleccionados con 20 pm/mL de G418.

Una vez demostrada la sobreexpresion del gen ehmybs3, se realizé un ensayo
de inmunodeteccién con el proposito de corroborar la sobreexpresion de la
proteina  EhMybS3 en trofozoitos transfectados de manera estable y
seleccionados con 20 pg/mL de G-418. Se emple6 un anticuerpo a-ehmybs3 (no
comercial, 1:1000) para la detecciéon especifica de la proteina. Durante el
analisis, se gener6 una imagen de la membrana tefiida con Rojo Ponceau para
visualizar las proteinas totales transferidas al gel y verificar la transferencia
eficiente de las muestras a la membrana (Fig.33A). En el resultado del gel, se
observé una banda distintiva en el carril correspondiente a los trofozoitos
transfectados con el vector pKT3M-EhMybS3, indicando una evidente
sobreexpresion de la proteina EhMybS3 en comparacion con el vector vacio

(pPKT3M). No obstante, se apreci6 una diferencia en el tamafio previsto, ya que
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se detect6 una banda de 25 kDa en lugar de los 20 kDa esperados (Fig.33B).

Posteriormente, se llevé a cabo un proceso de stripping en la misma membrana
y se procedi6 a incubarla con un anticuerpo a-actina (Sigma, 1:1000), sirviendo
esta proteina como control de carga. Los resultados mostraron bandas de 42
kDa en cantidades similares en todas las condiciones analizadas (Fig.33C) lo
demuestra que la proteina EhMybS3 se encuentra sobreexpresada y que el

resultado obtenido no se debi6 a un error de carga de proteinas.
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Figura 34. Inmunodetecciéon de la proteina EhMybS3 en trofozoitos transfectados
de manera estable. A) Tincién con rojo ponceau. B) Inmunodeteccién con el
anticuerpo a-ehmybs3 1:1000 (no comercial) e Inmunodeteccién con el anticuerpo a-
actina 1:1000 (Sigma).

9.9.3. Localizacion subcelular de EhMybS3 en trofozoitos transfectados
Mediante un ensayo de inmunofluorescencia se determiné la sobreexpresién
de EhMybs3, asi como su localizacién celular. Durante el ensayo se utilizé el

anticuerpo a-myc 1:250 (Invitrogen) dirigido contra la etiqueta Myc que esta
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fusionada a la proteina EhMybS3, la cual permite identificar exclusivamente la
expresion de la proteina exdgena. En la figura 34 se observa que EnMybS3 se
expresa desde las 24 hpt hasta las 72 hpt, en comparacién con los trofozoitos
transfectados con pKT3M. No obstante, se aprecié una mayor intensidad de
fluorescencia a las 72 hpt, indicando que la mayor acumulacion de la proteina
se produce en este intervalo de tiempo. Ademads, se apreci6 una colocalizacion
en el nucleo, confirmada mediante la tincion con DAPI, reforzando la
asociacion de EhMybS3 con en la periferia nuclear. La prominente localizacion

nuclear de EhMybS3 se hace més evidente a las 72 hpt.

24 hpt 48 hpt 72 hpt

pKT3M pKT3M EhMybS3 pKT3M pKT3M EhMybS3 pKT3M pKT3M EhMybS3

S ) — 4
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Figura 35. Localizacién de la proteina EhMybS3 en trofozoitos transfectados
transitoriamente. Inmunofluorescencia de los trofozoitos transfectados
transitoriamente con los plasmidos pKT3M y pKT3M-ehmybs3 cosechados a las 24, 48
y 72 hpt. Anticuerpo primario: a-myc 1:250 (verde) /(Invitrogen); anticuerpo
secundario a-FITC 1:100 (Jackson ImmunoResearch) . La flecha indica los ntcleos
tefiidos con DAPI (azul). Analizado mediante microscopia confocal.
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Posteriormente, se llevé a cabo otro ensayo de inmunofluorescencia con
trofozoitos transfectados establemente y seleccionados con G-418 (Sigma-
Aldrich) a una concentracién de 20 pg/mL. Se emplearon anticuerpos a-
histona H4K20 1:100 (Abcam), a-histona H3K27 1:100 (Abcam), y a-ehmybs3
1:250 (no comercial) especifico para la proteina EhMybS3. Las microscopias
revelaron que el a-ehmybs3 colocaliza con las histonas H4K20 y H3K27 (Fig.35).
A su vez, estos resultados respaldan la evidencia de la localizaciéon subcelular

de EhMyDbS3 en el ntcleo debido a su empalme con la tincién DAPI.
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Figura 36. Localizacién de la proteina EhMybS3 en trofozoitos transfectados
establemente y seleccionados a 20 pg/mL. Inmunofluorescencia de los trofozoitos
transfectados establemente y seleccionados a 20 pg/mL. Anticuerpo primario: a-
EhMybS3 1:250 (no comercial)/ (verde); H4K20 1:100 (Abcam)/ (rojo); a-H3K27 1:100
(Abcam)/(rojo). Anticuerpo secundario a-conejo acoplado a Alexa 488 1:50
(Invitrogen). La flecha indica los nucleos tefiidos con DAPI (azul). Analizado
mediante microscopia confocal.
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9.9.4. Analisis de la expresion de los genes blanco de EnMybS3

A través de un microarreglo realizado por el M. en C. Helios Cardenas, se
identificaron genes cuya expresion se modula al sobreexpresar el TF EnMybS3
(Tablas 9 y 10). Se seleccionaron dos genes para corroborar el efecto de la
sobreexpresion de EhMybS3 los cuales fueron cilicina-2, cuya expresion
aumenta con la sobreexpresion de EhMybS3, y filamina, cuya expresion
disminuye en esas condiciones. Para validar los resultados del microarreglo, se
realizaron RT-PCR y RT-qPCR. En primer lugar, se llevé a cabo una RT-PCR
semicuantitativa utilizando oligonucleé6tidos especificos para los genes cilicina-
2y filamina, utilizando RNA total extraido de trofozoitos en condiciones
basales. La amplificacién gener6 productos de 217 pb para cilicina-2 y 208 pb
para filamina, concordando con los tamafios esperados, lo que confirmé la
especificidad de los oligos (Fig.36A). Procediendo al anélisis de RT-qPCR, se
utilizaron trofozoitos transfectados transitoriamente a las 72 hpt donde se
observ6 una disminucién de la expresion de filamina y un ligero aumento en la
expresion de cilicina-2, con respecto a las amibas que contenian el vector vacio
(pPKT3M) (Fig.36B). Estos resultados, muestran tendencias similares a los
obtenidos en el microarreglo. Por otro lado, los trofozoitos transfectados
establemente y seleccionados con 20 pg/mL G-418 mostraron un aumento
consistente del fold change de hasta 1.7 para cilicina-2 y para filamina (fold
change 0.7) y en comparacién con las amibas que contenian el vector vacio

(pKT3M), validando asi los resultados del microarreglo (Fig.36C).

Estos hallazgos sugieren que la expresion diferencial del gen cilicina-2 y
filamina en respuesta a la sobreexpresién de EnMybS3 varia segtin el método

de transfeccién empleado.
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Figura 37. Anilisis de la expresion de los genes cilicina-2 y filamina. A) RT-PCR
semicuantitativa de los genes blanco de EhMybS3 en condiciones basales de cultivo.
El carril 1, 2, 3 y 4, corresponden al gen cilicina 2 y filamina, respectivamente. El carril
5,6,7 y 8 corresponden al gen control (+) s2 40s. B) RT-qPCR de los genes blanco de
EhMybS3 a partir de RNA de trofozoitos transfectados de manera transitoria
analizados a las 72 hpt y C) RT-qPCR de los genes blanco de EhMybS3 a partir de
RNA de trofozoitos transfectados establemente y seleccionados con 20 pm/mL de G-
418 (Sigma-Aldrich).

9.10. Efecto de los trofozoitos que sobreexpresan a EhMybS3 sobre células

epiteliales y eritrofagocitosis

Por otro lado, se analiz6 el impacto de los trofozoitos transfectados
establemente que sobreexpresan el gen ehmybs3 en células epiteliales. Estos
trofozoitos fueron seleccionados con 20 pg/mL G-418 y expuestos a células
MDCK durante aproximadamente 30 minutos. Los resultados revelaron que
los trofozoitos no transfectados WT causaron un 45% de dafio en la monocapa
celular, mientras que los trofozoitos pKT3M mostraron un dafio del 10%.

Notablemente, los trofozoitos que sobreexpresan a la proteina EhMybS3

tuvieron mayor efecto citopatico, causando un dafio del 45%,
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significativamente mayor que los trofozoitos pKT3M, aunque similar al dafio

causado por los trofozoitos WT (Fig.37A).

Sin embargo, cuando se realizaron los ensayos de eritrofagocitosis los
trofozoitos que sobreexpresan a EhMybS3 y expuestos a eritrocitos durante
intervalos de 0, 15 y 30 min, mostraron un menor porcentaje de
eritrofagocitosis, registrando un 1.0%, considerablemente inferior al observado
en los trofozoitos pKT3M (Fig.37B), no obstante, estas diferencias no son

estadisticamente significativas en ninguno de los tiempos analizados.
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Figura 38. Efecto de la sobreexpresion de EhMybS3 sobre las propiedades de
virulencia de los trofozoitos transfectados. A) Andlisis de citopatogenicidad de los
trofozoitos que sobreexpresan a EhMybS3. Las monocapas de células MDCK se
incubaron con trofozoitos (25,000) sin transfectar (WT) y transfectados establemente y
seleccionados con 20 pm/mL de G418 con los vectores pKT3M y pKT3M-ehmybs3. El
dafio celular se evalué mediante tincion con cristal violeta al 1%. El colorante eluido
se cuantificé por espectrometria a A=660 nm. Diferencia significativa (p<****0.0001).
B) Anélisis de eritrofagocitosis de los trofozoitos que sobreexpresan a EhMybS3. Los
eritrocitos (6,250,000) estuvieron en contacto con trofozoitos (25,000) sin transfectar
(WT) y transfectados establemente y seleccionados con 20 pm/mL de G418 con los
vectores pKT3M y pKT3M-ehmybs3 durante 0, 30 y 60 min. Las muestras se diluyeron
con acido férmico y se cuantificaron por espectrometria a A=400 nm.
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10. Discusién

En el parasito E. histolytica, se han identificado y caracterizado varios factores
de transcripcion, entre los cuales se encuentran EhTBP (de Dios-Bravo, et al.,
2005), EhEBP1, EREBP2 (Schaenman, et al., 2001), ERM-BP (Manna, et al., 2020),
EhMybdr y EhMyb10 (Ehrenkaufer, et al., 2009; Meneses, et al., 2010), GATA
(Huerta, et al., 2020) y EhPC4 (de la Cruz, et al., 2014). Sin embargo, aunque se
han identificado estos factores de transcripcién, sélo se conoce la informacion
detallada sobre los genes blanco de algunos de ellos. Por ejemplo, URE3-BP
(Gilchrist, et al., 2008) y EhMyb-dr (Ehrenkaufer, et al., 2009).

EhMybS3

pertenece a la familia Myb, sin embargo, no se sabe mucho sobre sus genes
blanco. En este trabajo, se caracterizé al TF EhMybS3, miembro de la familia
EhMybS. Se inici6 con un analisis in silico el cual permitié6 determinar sus
posibles modificaciones postraduccionales (PTMs) como es la fosforilacion,
glicosilaciéon y SUMOilacién. Durante la prediccion de diferentes PTMs
mediante andlisis bioinformaticos dirigidos a EhMybS3, se sugiere que la
fosforilacion podria tener un impacto significativo en la funcién de EhMybS3,
ya que se sabe que c-Myb, un TF relacionado, es fosforilado por la cinasa CK2
en sus serinas 11 y 12. Esta fosforilacion afecta la capacidad de c-Myb para
regular su unién al DNA (Cures, et al., 2001). Algunas de las cinasas con mayor
relevancia que participan en la fosforilacion de EhMybS3 es la cinasa C (PKC).
La utilizacién de inhibidores de PKC ha demostrado un papel crucial en el
citoesqueleto de actina, lo que afecta la motilidad y la adhesién a células blanco
de E. histolytica. Ademads, se ha observado que la actividad de PKC es
fundamental en el proceso de eritrofagocitosis por parte de E. histolytica
(Weikel, et al., 1988; Kawano, et al., 2021); también se hallaron cinasas cdc2. Esta
cinasa al asociarse con la ciclina B y formar el complejo cdc2-ciclina B que

desempefia un papel central en la coordinacién y regulacion precisa de los

eventos mitoticos durante la fase G2/M del ciclo celular, contribuyendo asi a
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una replicacién del DNA controlada y una division celular adecuada (Peter, et
al., 2002; Shen, et al., 2018). También se identificé una cinasa homologa a la
proteina Cdc2, conocida como Cdk5, la cual es una proteina cinasa de
serina/treonina dirigida por prolina. A diferencia de su homoélogo, Cdk5 no se
involucra directamente en la regulacion del ciclo celular, sino que desempenia
funciones cruciales en diversos procesos celulares, especialmente en el
desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso (Pao, et al., 2021). Dado que
existen cinasas relacionadas con la respuesta a diversas sefiales celulares, como
el estrés, sefales de crecimiento y factores inflamatorios, la probabilidad de
que EhMybS3 sea fosforilada por estas cinasas sugiere que este TF podria
integrar sefiales diversas, lo cual podria ser crucial para la respuesta adaptativa
de E. histolytica a su entorno. Por otro lado, otra de las PTM que se analizaron
en este trabajo para EhMybS3 fue la SUMOilaciéon. Nuestro grupo de
investigacion propone que esta PTM pudiera inhibir la actividad de EnMybS3.
Este planteamiento se basa tomando en cuenta que c-Myb se sumoila en dos
residuos de lisina en su dominio regulador negativo (NRD), lo que provoca
una disminucién dréstica de su actividad (Molvaersmyr, et al., 2010). La
SUMOilacion regula diversas funciones celulares, incluyendo la actividad de
las proteinas, su localizacién subcelular y sus interacciones con otras moléculas
(Han, et al., 2018). En c-Myb, la SUMOilacién en dos residuos de lisina, Lys 499
y Lys 523. Este fenémeno conlleva a cambios en la estabilidad, es decir, que
podria influir en la velocidad a la que c-Myb es degradada dentro de la célula
afectando su tiempo de vida y abundancia en la célula (Bies, et al., 2002).
Durante nuestros anélisis in silico, identificamos sitios de SUMOilacién de
EhMybS3 en sitios especificos y la presencia de un motivo, lo cual podrian
tener importantes implicaciones funcionales, ya que podrian influir en la
estabilidad de EhMybS3, sus interacciones con otras proteinas o su
participacion en procesos celulares especificos. Finalmente, aunque la

glicosilacién se considera una PTM restringida a proteinas en la superficie

celular o en organulos intracelulares, estudios han revelado la presencia de
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glicosilacion en TF nucleares, donde se observé que la glicosilacion inhibe la
activacion transcripcional del TF, pero no afecta su capacidad para unirse al
DNA (Jackson, et al., 1988). Este hallazgo sugiere la posibilidad de que esta
PTM pueda tener un efecto similar en otros TF. Los posibles sitios glicosilados
sugieren la posibilidad de que EhMybS3 podria tener implicaciones

significativas en su funcién y regulacion.

Posteriormente, se llevé a cabo un andlisis in silico para identificar una red de
interacciones proteina-proteina de EhMybS3, con el objetivo de identificar
asociaciones significativas con diversas proteinas que sugieren su
participacion en diversos procesos celulares. Este andlisis complementa
resultados anteriores sobre PTM, en los cuales se observé que EhMybS3 es
susceptible a glicosilaciones, fosforilaciones y SUMOilaciones. Estas
modificaciones podrian influir en la capacidad en que EhMybS3 interacttia con
otras proteinas y, por ende, afectar su funcién en la regulaciéon de procesos
celulares importantes en este parasito. Por otro lado, esto sugiere que estas
PTM no solo afectan a EhMybS3, sino que también pueden influir en las

proteinas con las que se encuentra interactuando.

Por otro lado, algunos de los TF que se conocen en amibas, han determinado
sus genes blanco a través de estrategia de sobreexpresion. Un ejemplo es el TF
EhMyb-dr, en el cual se identificaron 117 genes regulados, segtin el estudio de
Ehrenkaufer y colaboradores (2009). En el caso del TF EhMybS3, un
microarreglo realizado por el M. en C. Helios Céardenas (tesis de doctorado en
proceso) determiné que la sobreexpresion de EhMybS3 regul6 la expresion de
97 genes. Al realizar un andlisis comparativo entre EhMyb-dr y EhMybS3, se
not6 que solo comparten un gen en comdn. Sin embargo, algunos de los genes
regulados por estos dos TF pertenecen a las mismas familias génicas. Este
hallazgo destaca que, a pesar de que ambos son TF de la familia Myb, el

conjunto de sus genes blanco regulados por cada TF es tinico, lo que sugiere.

funciones especificas y diferenciadas en el control de la expresiéon génica en
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amibas.

Adicionalmente, encontramos secuencias putativas en estos genes blanco de
EhMybS3, por ejemplo, un motivo GAGA en los genes con un nivel de
expresion muy bajo. En Drosophila, los factores de unién al motivo GAGA han
demostrado desempefiar un papel importante en el crecimiento y desarrollo
adecuados (Tsai, et al., 2016), proporcionando una base para especular sobre
funciones similares en E. histolytica. Esto implica que el motivo GAGA podria
estar involucrado en la regulacion de genes que son criticos para el crecimiento
y desarrollo apropiados de la amiba. También se destacaron varios elementos
como la caja GAAC, la cual controla los sitios de inicio de la transcripcion
independientemente de las regiones TATA e Inr (Singh, et al, 1998). Sin
embargo, de manera interesante se identificé una secuencia CACC[T/A]C la
cual es similar al motivo CCCCCC identificado por Ehrenkaufer y cols (2009)
y que es reconocido por el factor EhMybdr también perteneciente a la familia
SHAQKYF el cual regula genes involucrados en la diferenciacién de trofozoito
a quiste. Lo cual podria indicar que esta familia podria reconocer variaciones

de una secuencia rica en C.

De los 97 genes regulados por la sobreexpresiéon de EhMybS3, se seleccionaron
Unicamente dos genes para continuar con los andlisis. De los genes que
aumentaron su expresion, se eligié a cilicina-2 (EHI_080100), debido a que
contiene dos SNPs (2725C/ Ty 2730A/G) relacionados con la propension de E.
histolytica a causar abscesos hepaticos amebianos, lo que sugiere una posible
conexion con factores de virulencia. El gen ciclina-2 se encuentra en una region
corta de DNA contig que no pudo ser ensamblada en un segmento mas grande
en el genoma de E. histolytica, lo que sugiere la posibilidad de su presencia en
regiones repetitivas que impiden un ensamblaje inequivoco. Hasta ahora, no
se ha identificado ningtin homdlogo de E. dispar para cilicina-2 (EHI_080100),

lo cual hace de este gen un candidato prometedor para investigaciones

(Gilchrist, et al., 2012). Por otro lado, de los genes que disminuyeron su
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expresion, se eligio el gen filamina. Los genes que codifican para proteinas del
citoesqueleto, como la filamina, desempefan un papel esencial en la
organizacion del citoesqueleto de actina, que es una red de filamentos de
proteinas que da forma a las células y participa en diversos procesos celulares,
incluido el movimiento, la migracién y la division celular (Svitkina T, et al.,
2018). Se sabe que la formacién de urépodos en E. histolytica se encuentran
mayormente reguladas por redes de actina polimerizada, sostenidas por
proteinas de union a actina pertenecientes a la familia de espectrina (Marquay,
et al., 2011). Dentro de esta familia, destacan la a-actinina y las filaminas, que
previamente se ha observado que se acumulan en el urépodo, donde
interacttian con el dominio COOH-terminal de la lectina Gal/GalNAc (Marion,

et al., 2004).

Con el propésito de observar la relacion entre ehmybs3 y los genes cilicina-2 y
filamina, se llevé a cabo la transfeccion del gen ehmybs3 completo en trofozoitos
HMI:IMSS de E. histolytica. La confirmacién de la sobreexpresion de este TF se
realizé mediante pruebas de RT-qPCR e inmunofluorescencia. Se observé una
diferencia significativa en la sobreexpresiéon de ehmybs3 solo a las 72 hpt,
indicando una tendencia al aumento del transcrito con el tiempo de
transfeccion. Este resultado se corroboré mediante RT-qPCR que a las 72 hpt

se registra una mayor sobreexpresiéon del mRNA de ehmybs3.

Asimismo, se evalu6 el nivel de expresion de EhMybS3 a nivel proteico
mediante WB, identificando una banda distintiva en el carril correspondiente
de EhMybS3, lo que sefiala una clara sobreexpresion de la proteina. Sin
embargo, se notd una discrepancia en el tamafio previsto, ya que se detecté una
banda de 25 kDa en lugar de los 20 kDa te6ricamente esperado. Esta variacion
en el tamafio podria atribuirse a modificaciones postraduccionales, como
glicosilacién o fosforilacion, las cuales tienen el potencial de aumentar el peso

molecular aparente de la proteina (Ramazi, et al., 2021; Azure Biosystems, et

al., 2021). El anélisis in silico sugirié que EhMybS3 es propenso a este tipo de
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modificaciones, incluyendo fosforilacién, glicosilacion y SUMOilacién.
Ademas, la formaciéon de dimeros o multimeros también podria influir en su

movilidad en el gel (Lynch, et al., 2013).

Por otro lado, determinamos que la proteina se localiza principalmente en el
nucleo de los trofozoitos, sitio donde los TF ejercen principalmente su funcién
(Liu, et al., 2018). Este resultado fue corroborado utilizando anticuerpos anti-
histonas, debido a que las histonas son proteinas estructurales clave que se
encuentran asociadas con el DNA en el ntcleo de las células (Pan, et al., 2018;
van Nuland, et al., 2016; Bernardes, et al., 2020), por lo que la correlacién entre
EhMybS3 y las histonas validaron y reforzaron su localizacién nuclear, de
manera interesante en la periferia. Posteriormente, mediante ensayos de RT-
qPCR, se corroboré que genes cilicina-2 y filamina modifican su expresién al
sobreexpresion a EnMybS3. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en
microarreglos previamente realizados por el M. en C. Helios Cardenas (tesis
de doctorado en proceso). En conjunto, estos hallazgos confirman que la
sobreexpresion del TF EhMybS3 regula la expresion de estos genes,
posiblemente a nivel transcripcional. Seria importante validar mediante
ensayos CHIP la presencia del factor de transcripcion en los promotores de

estos genes.

Finalmente, se evaluaron los efectos de la sobreexpresion de EnMybS3 en la
virulencia de los trofozoitos, centrandose en dos propiedades: su capacidad
eritrofagocitica y su efecto citopatico. Nuestros hallazgos revelaron que el
aumento de EhMybS3 no ejerce un efecto en la capacidad de los trofozoitos
para fagocitar eritrocitos. Este efecto podria estar relacionado a la inhibicién de
la expresion del gen de la filamina, ya que la funcioén de su producto proteico
esta relacionada con el citoesqueleto de actina el cual debe ser reorganizado

durante la fagocitosis.

Finalmente, la sobreexpresiéon de EhMybS3 ocasioné un mayor dafio a las

monocapas de células epiteliales en comparaciéon con los trofozoitos control.
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Al revisar los genes que aumentan su expresion cuando EhMybS3 es
sobreexpresado, se identifico al gen precursor de péptido formador de poros
amoebapore A, lo que sugiere que estas proteinas ayudan a la ameba a formar
poros en membranas de células huésped, favoreciendo la lisis e invasion
durante la infecciéon. De igual modo, se identificaron 4 genes anotados como
hipotéticos los cuales son exclusivos del género Entamoeba que podrian tener
actividades proteoliticas, por lo que se podria analizar su efecto en
experimentos posteriores. Estos datos indican que el aumento en la cantidad
de EhMybS3 podria regular genes relacionados con la colonizacién e invasion

intestinal.
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11. Conclusiones

e Se identificaron sitios susceptibles a modificaciones postraduccionales
en la secuencia de aminoacidos del TF EhMybS3 indicando que pueden
influir en su capacidad de unirse al DNA y regular la transcripcién, en
su capacidad de interactuar con otras proteinas, en su actividad
bioldgica y estabilidad.

e La expresion de EhMybS3 y sus genes blanco varian en diferentes
condiciones biolégicas. Esto indica que EhMybS3 regula genes
asociados con enquistamiento, colonizacién intestinal y virulencia,
sustentando asi la adaptacion y patogenicidad de E. histolytica en
diversos entornos y situaciones de colonizacion.

e Se encontraron motivos GAAC y CACC[T/A]C en los promotores de
genes blanco de EhMybS3 potencialmente importantes en la regulacion
de la expresién génica en este parasito.

e De manera experimental, la sobreexpresion de EhMybS3 modulé la
expresion de los genes cilicina-2 y filamina validando los datos
reportados en el microarreglo analizado por el M. en C. Helios
Cardenas. Asimismo, la sobreexpresion de EnMybS3 contribuye al dafio
celular en el ensayo citopatico, pero su sobreexpresion parece tener un
efecto negativo en la capacidad fagocitica de los trofozoitos lo cual
coincide con la disminucién en la expresion de filamina. Esto sugiere
que EhMybS3 podria tener un papel especifico en la regulacion de genes
relacionados con la virulencia durante la interaccién con células

intestinales.
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