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Resumen

Entamoeba histolytica es el parasito protozoario el cual cuenta con una red de
regulacion de su expresion génica compleja. Durante su ciclo de vida ocurren
diversos procesos celulares que se encuentran regulados a diferentes niveles,
uno de ellos es el control transcripcional. En el control transcripcional
intervienen diferentes elementos en cis como promotores, aumentadores,
silenciadores y activadores sitio especificos y elementos de regulacion en
trans, que involucran a factores de transcripcion que pueden tener funciones de
activadores, represores, coactivadores, correpresores |y proteinas
modificadoras de la cromatina. En este trabajo se llevc a cabo el estudio del
elemento de reconocimiento a factores de transcripcion tipo Myb (TATCCA).
Este elemento se encuentra presente en 117 promotores de genes de E.
histolytica por lo que para su estudio primeramente analizamos si proteinas
provenientes de extractos nucleares de E. histolytica reconocian a esta
secuencia de DNA. De manera interesante encontramos la formacion de un
complejo DNA-proteina especifico. Posteriormente, encontramos que esta
secuencia es reconocida por proteinas de la familia EhMybSHAQKYF y no asi
por proteinas de la familia EhMybR2R3. Finalmente, realizamos su andlisis
funcional utilizando el sistema de genes reporteros de Luciferasa en el contexto
del promotor del gen HSP100. Para ello se generaron las construcciones pGL3-
HSP100-285 A3’ que contiene la secuencia TATTCCA y pGL3-HSP100-260
A3" en donde se evaludé el efecto de su delecion. Encontramos que la
secuencia en cuestiéon es relevante en el control transcripcional del gen
HSP100 ya que cuando se deleto la actividad transcripcional del promotor se
redujo en un 50%. En conclusion la estrategia planteada para el estudio de la
secuencia TATCCA es una herramienta adecuada para validar los datos
generados por busquedas de secuencias de uniéon a factores de transcripcion

in silico.

vii



1. Introduccioén
1.1. Antecedentes generales del tema

Entamoeba histolytica es el agente etiolégico de la amibiasis en humanos; este
parasito es un protozoario entérico que se caracteriza por tener una alta
capacidad invasiva (Espinosa-Cantellano et al., 2000 y Ximénez et al., 2007).
Primeramente, invade la mucosa intestinal provocandc colitis ulcerativa y
cuando la enfermedad es mas severa, la diseminacion del parasito puede
hacerse a través del torrente sanguineo, permitiéndole invadir otros tejidos, en

particular el higado, causando abscesos hepaticos (Ximénez et al., 2007).

La amibiasis representa un grave problema de salud publica principalmente en
paises subdesarrollados. Se calcula que cerca del 10% de la poblacion mundial
es portadora del parasito y al menos el 1% desarrolla la enfermedad. En 1997,
la Organizacion Mundial de la Salud ubicé a la amibiasis como la segunda
causa de mortalidad por protozoarios, precedida Unicamente por la malaria
(WHO, 1997 y Ximénez et al., 2007). En México se estimé que durante 1995 al
2006, la tasa de morbilidad de la amibiasis intestinal oscilo entre 1,000 y 5,000
casos por cada 100,000 habitantes, con pocas variaciones anuales en la
distribucion por edad y género, siendo la poblacion menor de 15 afos de edad
la mas afectada y principalmente los nifilos menores de cinco afos (Ximénez et
al., 2007).

El mecanismo de invasion de E. histolytica se ha investigado desde hace
tiempo. Diversos estudios in vitro han permitido documentar los eventos que
ocurren durante el proceso de patogenicidad, los cuales son definidos como
adhesion, citdlisis y fagocitosis (Espinosa et al., 2000 y Baxt et al., 2008).

Algunos de los mediadores moleculares que participan en estos eventos son:

1. Lectinas inhibibles por galactosa y N-acetilgalactosamina (Gal/GalNac),
lectina de 150 kDa y lectina de 229 kDa, ademas de diferentes
adhesinas como el complejo EnADH/CP112 y proteinas ricas en serinas
y prolinas (SREHP). Todos ellos participan en la adhesién de los

trofozoitos a su célula blanco (Figura 1) (Mccoy et al., 1994; Gilchrist et



al., 1998; Garcia-Rivera et al., 2000; Clark et al., 2007 y Espinosa et al.,
2008).

2. Endopeptidasas que consisten de cistein proteasas, metaloproteinasas,
autofaginas y colagenasas secretadas por la amiba; las cuales, una vez
que se éstablece el contacto con la célula blanco desencadenan el
evento citolitico que inicia el rompimiento de las uniones estrechas
intercelulares (Maccoy et al, 1994; Que et al., 2000 y Tillack et al.,
2007).

3. Amebaporos, son proteinas que facilitan la invasion de los tejidos,
permeabilizan la membrana y se insertan en la bicapa lipidica de la
membrana de la célula blanco por la unién con fosfolipidos anionicos a
pH bajo, ocasionando la degradacién del colagenc y los oligosacaridos
de la matriz celular. En consecuencia el medio celular interno cambia y
se produce la lisis celular por choque osmético (Leippe, 1997 y Trejos
et al., 2009)

4. La fagocitosis en E. histolytica es un proceso multifactorial en el que
intervienen varios eventos entre ellos la adhesién, la polimerizaciéon de
proteinas del citoesqueleto, la endocitosis y la accion de enzimas
proteoliticas. Se ha sugerido que la fagocitosis se lkeva a cabo en varios
pasos caracterizados de acuerdo a los siguientes criterios bioquimicos y
morfolégicos: i) la uniébn de particulas o células a los receptores de
superficie del parasito, lo cual inicia con la reorganizacion del
citoesqueleto y la formacion de pseudépodos; ii) el cierre de los
pseuddpodos los cuales rodean al ligando de tal manera que se forma
un fagosoma por invaginacion de la membrana; iii) el trafico de
fagosomas a través de la via endocitica; iv) la fusion de los fagosomas
con los lisosomas y la subsiguiente digestion de las particulas
internalizadas y v) el reciclaje de moléculas a la superficie de la célula
(Vease figura 1) (Espinosa-Cantellano et al., 2000).



Figura 1. Proteinas que participan en el proceso de patogenicidad dé Entamoeba
histolytica. La figura muestra a las proteinas de superficie celular de E. histolytica que
participan en la adhesion o degradacion de los componentes celulares de la célula
blanco (Tomado de Laughlin et al., 2005.)



1.1.1. Ciclo de vida

El ciclo de vida de E. histolytica consta de dos estadios consecutivos: el
trofozoito y el quiste. El ciclo de vida se inicia con la ingesta de quistes
maduros presentes en el agua o la comida contaminada con materia fecal. El
quiste maduro desciende desde el tubo digestivo hasta llegar a la mucosa
intestinal donde, previo al contacto con los jugos digestivos, se inicia el proceso
de desenquistamiento. La pared que protege al quiste se elimina, los nucleos
se duplican a ocho vy, finalmente, se liberan las formas trofozoiticas llamadas
amébulas metaquisticas, que se diferencian posteriormente a trofozoitos

maduros (Ximénez et al., 2007) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. Se muestran los estadios de

trofozoito y quiste, asi como las vias de transmision.



1.1.2. Regulacion de la expresion génica en E. histolytica

Con la secuenciacion del genoma de E. histolytica el conocimiento acerca de la
estructura y funcion de las proteinas involucradas en la patogénesis se ha
incrementado substancialmente (Loftus et al., 2005 y Clark et al., 2007). Esto
ha permitido analizar de manera global diversos eventos que sufre este
parasito. Para investigar estos cambios diversos grupos de investigacion hacen
uso de herramientas gendmicas como son los microarreglos, con ellos se ha
podido obtener la caracterizacion del perfil transcripcional de E. histolytica asi
como, los cambios en la expresion génica durante diferentes eventos, tales

como:

1. Colonizacién e invasion intestinal: El analisis transcripcional del genoma

de E. histolytica durante el proceso de colonizacién e invasién intestinal
fue estudiado en una poblacién de 6 ratones infectados y se compar6
con trofozoitos obtenidos de cultivos in vitro. Este estudio revel6 que
durante los eventos de colonizacion e invasion intestinal se
sobreexpresan 523 transcritos, lo que equivale al 5.2% del total de los
genes contenidos en el genoma de E. histolytica. De manera interesante
se encontré que entre los genes que modificaron su expresién estaban
aquellos que codifican para proteinas involucradas en el metabolismo,
sefalizacibn  celular, entre las que se incluyen cinasas
transmembranales de la familia de las GTPasas (ras y rho) y genes que
codifican para proteinas que unen calcio, que participan en virulencia y
actividad antibacterial. El control de los cambios observados en el
transcriptoma puede ser atribuido a cuatro proteinas relacionadas con
dominios de union a DNA que fueron desreguladas en el ambiente
intestinal, entre las que se encontraron proteinas con dominio de unién a
DNA MYB, proteinas HMG (del inglés, high movility group proteins),
proteinas con dominio de unién a DNA con dedos de zinc y el factor de
transcripcién basal TFIID. Otro resultado interesante de este
microarreglo es la disminucion de la expresion de genes que codifican
para proteinas que participan en la glicolisis. El andlisis del

transcriptoma de E. histolytica también demostré que la mayoria de los
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genes son transcritos en la etapa de trofozoito y que la expresiéon de sus

genes se ve alterada en el ambiente intestinal (Gilchrist et al., 2006).

. En la interconversién de trofozoito a quiste: La transicion de la etapa de

trofozoito a quiste es muy importante en el proceso de patogénesis de E.
histolytica. La etapa de quiste es esencial en la transmision de la
enfermedad mientras que la etapa de trofozoito es responsable de la
invasion de los tejidos. La identificacion de los genes involucrados en el
desarrollo de trofozoito a quiste ha sido obstaculizada por la falta de
cultivos in vitro de quistes de este parasito. Por lo que, utilizando
muestras derivadas de aislados humanos donde se encontraban
prequistes de este parasito se realiz6 un microarreglo para evaluar
cambios en transcriptoma del parasito durante la transicion de trofozoito-
quiste. En este ensayo se encontr6 que 767 genes se expresan soélo
durante la etapa de trofozoito, entre los cuales estan aquellos que
codifican para proteinas que participan en la invasién de tejidos, como el
gen que codifica para la subunidad menor de la lectina Gal/GalNac vy el
gen de la cistein proteasa-1. Asi mismo, se encontré un total de 1439
genes que son regulados en ambas etapas, de ellos 672 se
sobreexpresan en la etapa de quiste, entre los que destacan genes que
codifican para cistein proteinasas y protein cinasas transmembranales,
que podrian estar participando en la transduccién de sefales. También
se identificaron genes que codifican para glicoproteinas especificas de la
pared del quiste como las quitinasas y quitina sintetasa. Ademas, se
identificaron otros posibles reguladores de diferenciacion entre los que
sobresalen los genes que codifican para receptores acoplados a
proteinas G y proteinas de transduccién de senales. La regulacién de la
expresion de los genes que participan en la diferenciacion podria estar
mediada por proteinas con dominio de union a DNA MYB y proteinas
Dopey, las cuales tienen un dominio de union a DNA de cremallera de
leucinas. Ademas de genes que codifican para proteinas con dominio
hélice vuelta hélice las cuales incrementaron su expresion bajo ésta
misma condicién, pudiendo ser también importantes en la regulaciéon de

la expresion génica. Por otro lado, se encontré que tanto E. histolytica
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como E. invadens comparten genes que participan en el proceso de
enquistamiento lo que pudiera indicar que la funcién de estos genes se
ha conservado durante la evolucién del género Entamoeba (Ehrenkaufer
et al., 2007a y Ehrenkaufer et al., 2009)

. Durante la formacion del absceso hepatico: Los trofozoitos de E.

histolytica penetran la mucosa intestinal y se pueden diseminar a otros
organos, como el higado en donde pueden provocar la formacion de
abscesos. Se propone que los trofozoitos destruyen el tejido del
hospedero y sobreviven en el higado por una fuerte respuesta
adaptativa. Para que ésta respuesta se efectué se requiere la regulacion
especifica de un gran numero de proteinas. La comparacion del
transcriptoma de E. histolytica en aislados de trofozoitos de absceso
hepaticos de
hamster y de trofozoitos obtenidos de cultivo revelé que al menos siete
genes de E. histolytica fueron regulados de manera especifica. Entre
ellos se encontraron que aquellos codifican para proteinas de estrés
caldrico, los cuales podrian estar participando en la formacion del
absceso hepatico. También, se encontraron cambios en la expresion de
genes que codifican para las proteinas ribosomales S30, L37A,
ciclofilina, ferredoxina 2, GTPasa y RAB7D. Esto sugiere que la
formacion del absceso hepatico estd sujeto a la regulacion y al
reclutamiento de un gran grupo de proteinas que estan asociadas con la
respuesta al estrés, transduccion de sefales, control de la transcripcion
y trafico vesicular. Ademas se identificaron cinco genes que mostraron
un perfil similar al encontrado en amibas en cultivo que fueron expuestas
a elevadas temperaturas. Dos de estos genes son desregulados durante
el absceso hepatico, y codifican para proteinas de funcién no conocida
que contienen secuencias repetidas ricas en lisinas y residuos de acido
glutamico. A pesar de estos hallazgos todavia no se determina la
identidad de todas las proteinas que participan en la formacién del

absceso hepatico (Bruchhaus et al., 2002).



4. En condiciones de estrés quimico o choque térmico: Para que el proceso

de infecciéon por E. histolytica se lleve a cabo se debe presentar la
invasion de los trofozoitos a la mucosa intestinal, asi como, su
adaptacion a la respuesta inmunolégica del hospedero, que le asegura
su supervivencia. Durante estos eventos el parasito debe activar genes
que codifican para diferentes proteinas que son moduladas por el estrés
ambiental al cual este parasito es sometido. Como ya se ha descrito,
distintos patégenos poseen diferentes estrategias de protecciéon en
contra de su hospedero. Una de ellas es la respuesta a estrés calorico,
ésta se genera cuando existen incrementos en la temperatura ambiente
y con ello se induce la sintesis de las proteinas de choque térmico (HSP,
del inglés Heat Shock Protein) o chaperonas moleculares. El analisis del
transcriptoma de E. histolytica durante estrés calorico revelo, la
inhibicién de la expresion de 471 (42%) genes entre los que destacan
los genes que codifican para peroxiredoxina, cistein proteasas,
ameboporos, galactocinasa y la subunidad menor de la lectina
Gal/GalNac. Entre los genes que aumentaron su expresion estan
aquellos que codifican para proteinas de estrés calérico como las
proteinas HSP90, HSP70, proteinas hipotéticas, factores de regulacion
transcripcional como BRF y proteinas con dominio de union a DNA MYB
y transcriptasa reversa. Un importante hallazgo fue encontrar que la
expresion del gen EhCP6 se encuentra incrementado lo que podria
sugerir su papel potencial en la degradacién de las proteinas danadas
durante el estrés por choque térmico (Macfarlane et al., 2005 y Weber et
al., 2006)



Las aportaciones que se han obtenido utilizando los microarreglos son de gran
importancia para comprender y elucidar los mecanismos de regulacion de la
expresion génica en E. histolytica. Uno de los principales mecanismos que
participan en el control de la expresion génica es el control a nivel
transcripcional por lo que la identificacion de secuencias y proteinas que
participan en el control transcripcional es importante para elucidar los
mecanismos de activacién o represién de genes que participan en la regulacion

de estos eventos durante el ciclo de vida de este parasito.

1.1.3. Transcripcion en Entamoeba histolytica

La transcripcion de los genes que codifican para proteinas es llevada a cabo
por la RNA polimerasa Il (RNApol Il) que, a diferencia de las polimerasa Il de
otros organismos eucarioticos, ésta es resistente a la a-amanitina, lo cual
puede ser debido a divergencias existentes en la secuencia de aminoacidos de
la subunidad RPB de la enzima. También, existen divergencias en la secuencia
del extremo Carboxilo-terminal (CTD) que no presenta el heptapéptido repetido
(TSPTSPS) comun de otras RNApol Il. En cambio la RNApol Il de E. histolytica
posee un dominio rico en residuos de prolinas y serinas que constituyen cerca
del 40% de su secuencia del CTD los cuales son residuos potenciales de
fosforilacién y sugiere que éstas fosforilaciones modularian las interacciones
proteina—proteina durante el proceso de transcripcion de los genes de este
parasito (Singh et al., 1995; Clark et al., 2007)

En E. histolytica el tamafio promedio de los genes es de 1167 pb con regiones
intergénicas pequefas de aproximadamente 0.8 pb. El analisis de estas
regiones, por medio de ensayos de run-on y transfecciones transitorias, sugiere
que la transcripcidon en este parasito es monocistronica (Hamman et al., 1995 y
Clark et al., 2007)

La transcripcion en E. histolytica se ha estudiado a partir del analisis de un
pequeio numero de promotores, entre los cuales se encuentran los promotores

de los genes Hgl, ferredoxina, pgp1, pgp5, Rab, Ehadh112 y Ehcp112 (Singh et
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al., 1995, Gémez et al., 1997, Azuara-Liceaga et al., 2005; Flores-Soto et al.,
2005; Romero et al., 2007). En estos analisis se encontré que la organizacién

de este parasito posee ciertas peculiaridades en la organizaciéon de sus

promotores, tales como:

a) Regiones no traducibles UTR 5’y 3" cortas, constituidas por alrededor de
21 pb (Clark et al., 2007).

b) Elementos importantes para la actividad de las regiones reguladoras
(promotores, aumentadores o silenciadores) alrededor de 400 pb rio

arriba del sitio de inicio de la traduccién (ATG) (Clark et al., 2007).

c) El core del promotor de los genes tiene una estructura tripartita inusual
constituida por los siguientes elementos: i) la secuencia GATTTAAA
(G/C), que corresponde a la caja TATA, ii) la secuencia AAAGAACT que
constituye un elemento adicional denominado GAAC; vy iii) la secuencia
del iniciador AAAATTCA correspondiente a Inr (Singh et al., 1995; Purdy
et al., 1996; de Dios et al., 2005 y Clark et al., 2007), como se muestra

en la figura 3.

-40 -30 ~20 -10 +1 +10
ATAGGAAAGGCAATYGAATTTAAACRAGACAATGABDITAGAAAGAC AAAGATATG hgls
ARAAGGAAAAATAA ACTCAATGARGITTAAAAA TTCAGGATATG hgl2
AGAAGAAAGACHCTATTTAAAGRCTGACAAAAACTGAATTRAACAT TCAATAAATATG Actin
AACABACT BABEAAATTAATCTTTTTATICATT CARATCTAATG Ferdx

CGARAGA ATGCAGABEIATGGAATAATCGAGTTGAAGAGACAATG AlDhy
_ GGTAGTTCATTTGTCATITAAACRTCTEABEATCACCACAATCTCATCAATTCAATCAGTCARATG AHyRd
ATGTATTTAAACI AATAAAATGARGIAAATTATCAATTGTLTAAT CAAATTATTATG APorB
GAAAAGTTTGAA.\(ATATTTAAGANGARGIATGAGTAACCATTTTATTTATTTGTATG APorC
TAGAATAAATCTTAATATAAAAAGRARATAAGTCAATCTTATTARACCAAARAAATAAGATC S20xR
ACACAATTCATCAGYCTATTTAARCI CAARAAAGAGTAATATTTICATTCGATAATAATG SuCxD
GCCACATCACCGTGAATTATTTAAAGRTTAGGTTGAAAACTACABAAACATATCTTACAAACAATCATG  APore

GARACCCTATGANCTATTTAAGCAATTTCTAAGAATIPAGAGT TCATTCAGATAATAATG PyDixk
CGATGAAATGTGGTATATTTAAAAIGARGI TCTGAAAAARAACATATTCAATG SerRr
CAAAGTGTATGTATTTAAACICAAAAABANTAGAAAATATCAACAATG CcPpl

GAAAGTACTGGTATTTAACTFAAAAAGAACAAATAAACCAGTAATG CcPp2
AGI|GTATTTAAAGIIGTTTTTAAAAARRCTAALTATICATAAATTARAGTTATG 125kD

Figura 3. Esquema de la region 5° UTR rio arriba del ATG de diferentes
promotores de genes de E. histolytica. Se muestra la regién 5 de diferentes
genes en el recuadro se indica la localizacion de la secuencia de la caja TATA, en
sombreado la secuencia GAAC y subrayado la secuencia Inr. (Tomado Purdy et
al., 1996)
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1.1.4. Factores de transcripcion en Entamoeba histolytica

Durante el ciclo de vida de E. histolytica se llevan a cabo multiples procesos
celulares. Como se mostrd anteriormente, los cambios en la expresion de sus
genes, y su control transcripcional pudieran ser relevantes para la biologia de
este parasito. Las variaciones a este nivel son causados, en parte, por factores
de transcripcién que pueden estar actuando como activadores o represores de
la transcripcion. A pesar de que ya se conoce la secuencia del genoma de este
parasito, pocos factores de transcripcion han sido estudiados, es por ello que
se conoce poco de las secuencias en el DNA que estos factores reconocen en

los promotores, asi como, de su estructura y de su funcién particular.

El factor de transcripcion TBP forma parte de la maquinaria basal de la
transcripcion. El dominio funcional de EhTBP posee un 55% de identidad con
respecto a la proteina TBP de Homo sapiens. Asi mismo, se han identificado
por, analisis in silico, 3 loci que codifican para polipéptidos con alta similitud al
gen EhTBP. Interesantemente, el tercer locus codifica para un polipéptido que
posee un 42.6% de identidad y un 73.7% de similitud con EhTBP. A ésta
proteina se le denomindé EhTRF1, la cual por ensayos de EMSA mostré que
tiene la capacidad de unirse también a la caja TATTTAAA. Por otro lado el
modelaje de EhTRF1 y EhTBP revela que ambas proteinas son similares,
aunque poseen algunas diferencias en su superficie. De ésta forma se propone
que E. histolytica es un organismo que tiene dos de genes que codifican para
proteinas similares a TBP (Luna et al., 1999, Castafnon et al., 2010 y Pearson
et al., 2010).

Por otro lado, se han descrito otros factores de transcripciébn en este
protozoario tales como, el factor transcripcional URE3-BP, el cual es una
proteina de 22.6 kDa que se une especificamente a la secuencia URE3
(TATTCTATT) (Purdy et al., 1996) y fue identificada por ensayos de doble
hibrido en levadura. Esta proteina contiene 2 motivos EF-hand, el cual es
comun en proteinas reguladas por calcio. Altas concentraciones de calcio
(100-500 mM) inhiben la uniéon de URE3-BP a su secuencia en el DNA. Asi
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mismo, mediante ensayos de ChIP se corrobor6 la interaccién dependiente de
calcio de URE-3BP con los promotores hgl5 y fdx1. También se ha reportado
que la secuencia URE3 se encuentra en promotores de genes modulados por
URE3-BP, estos genes codifican para proteinas involucradas en el
metabolismo de acidos grasos y proteinas de membrana, sugiriendo que
URE3-BP participa en la remodelacién de la superficie de los trofozoitos de E.
histolytica en respuesta a los niveles de calcio (Gilchrist et al., 2001 y Gilchrist
et al., 2008).

Otro factor de transcripcion identificado en E. histolytica es la proteina similar a
la proteina supresora de tumor p53. Ehp53 tiene una homologia del 50 y 57%
con las proteinas de H. sapiens y Drosophila melancgaster. Su homologia
incluye el dominio de tetramerizacion, la seial de exporte nuclear y la sefal de
localizaciéon nuclear. Ehp53 contiene 7 u 8 residuos de unién a DNAyde 2 a 4
sitios de union a Zn?, que también, han sido descritos para p53 de H. sapiens
(Mendoza et al., 2003).

Un miembro mas del grupo de factores de transcripcion descrito en E.
histolytica es la proteina EhHMGB. Esta proteina tiene un alto grado de
homologia a proteinas HMG de protozoarios comc Trypanosoma cruzi,
Schistosoma mansoni 'y Plasmodium falciparum, asi mismo con la proteina
HMGB1 de mamiferos. La sobreexpresion de EhHMGB1 en trofozoitos
conlleva a la modulacién de 33 transcritos involucrados en una variedad de
funciones celulares como virulencia, metabolismo, secrecién vy trafico
intracelular, sefalizacion, estrés y genes que codifican para proteinas de
membrana. De éstos, 20 algunos fueron modulados en el modelo de amibiasis
intestinal en ratdn, cuatro de estos genes estan involucrados en virulencia y
fueron modulados por la sobreexpresién de ERHMGB1, incluyendo al gen que
codifica para 2 de las 5 subunidades menores de la lectina Gal/GalNac, y el
gen de la cistein proteinasa EhCP-A7, y también un péptido con potencial
enterotdxico. Estos hallazgos sugieren que EhHMGB1 participa en la
regulacién de procesos relacionados con la adaptacién del parasito y la

destruccién del epitelio intestinal de su hospedero (Abhyankar et al., 2008).
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Aunado a esto el E. histolytica se han identificado factores de transcripcién
relacionados a procesos de transduccion de sefales como las proteinas STAT
(Yyer et al, 2008). Estas son proteinas de citoplasma que antes de su
fosforilacion en residuos tirosina forman homodimeros o heterodimeros que
son translocados al nucleo para de ésta forma unirse al DNA. En E. histolytica
se han descrito factores de transcripcion de la familia STAT, los cuales podrian
intervenir en procesos relacionados con la patogénesis. La interaccion de
trofozoitos con la colagena tipo | y calcio induce la expresion y activacién de
proteinas homologas a STAT1 y STAT3 asi como el incremento de la
fosforilacion en sus residuos de tirosina de estas proteinas (Cruz-Vera et al.,
2003).

El genoma de E. histolytica también tiene un abundante grupo de proteinas que
contienen un dominio de unién a DNA similar al factor de transcripcién c-Myb;
siendo este motivo el mas abundante relacionado con la regulacion
transcripcional (Clark et al., 2007 y lyer et al., 2008). En la Tabla 1 se muestran
algunos de los factores de transcripcion que se han identificado en el genoma
de E. histolytica y de los cuales se ha determinado cambios en su expresion
mediante los ensayos de microarreglos de cDNA en las diferentes condiciones
antes mencionadas. De manera interesante, las proteinas que contienen un
dominio de union a DNA MYB modificaron su expresiéon en la mayoria de las
condiciones probadas, haciéndolas candidatos interesantes para ser
caracterizados como factores de transcripcion en E. histolytica, ya que podrian
éstar involucrados en la regulaciéon de procesos importantes para el parasito,

tales como virulencia, choque térmico y enquistamiento.
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Tabla I. Cambios en la expresion de factores de transcripcion de E. histolytica
analizados mediante microarreglos

Factor de

transcripcion
lyer et al., 2007

Bzip
TFIID

TBP
C2H2 Zn Finger

HMG1

MADS

GATA

HSF
Homeodominio
STAT

c/EBP

Comparacion

entre cepas
HM-1:IMSS y
Rahman

Macfarlane et
al., 2006

EHI_168310

NM

NM

NM
XM_652084

NM
NM
NM
NM
NM
NM
NM

Colonizacion

e invasion
intestinal

Gilchrist et al.,

2006

EHI_008130

EHI_129790
EHI_197980
EHI_030450
EHI_013330

NM

EHI_020610

NM
EHI_008770

EH_093800
NM
NM
NM
NM
NM
NM

Condiciones Analizadas

Conversion
trofozoito-

Quiste
Ehrenkaufer et
al., 2007a vy
2009

EHI_038640
EHI_012420
EHI_135150

EHI_0733420
EHI_0735800

NM

NM
NM

NM
NM
NM
NM
NM
NM
NM

Chddue B

térmico
Macfarlane et
al., 2005
Weber et al.,
2006

EHI_012420

NM

EHI_020610
EHI_013330

NM
NM

NM
NM
NM
NM
NM
NM
NM

‘Fagoéitosis‘

Variacion
entre cepas

Okada ef al.,
2006

EHI_168310

M

NM

EHI_077240
NM

NM
NM
NM
NM
NM
NM
NM

‘Tfétarhiento

con TSA
Ehrenkaufer
etal, 2007b

EHI_092700
EHI_153360

NM

NM

NM

EHI_091050
EHI_105080

66.m00150
NM
NM
NM
NM
NM
NM

"EHI: nimero de acceso de acuerdo a la base de datos del Pathema Entamoeba; 66.m: nimero
de acceso correspondiente a la anotacion anterior del genoma de E. histolytica; XM: nimero de
acceso de acuerdo al GenBank; NM: No Modificado.
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1.1.5. Factores de transcripcion con dominio de union a DNA MYB

Los genes myb fueron primeramente identificados como la contraparte celular
normal (c-myb) del oncogen v-myb, que es el gen transformador del virus de la
mieloblastosis en aves. Los proto-oncogenes de la familia Myb han sido
ampliamente estudiados debido a su importancia en la regulacion de genes que
participan en procesos celulares como la proliferacién y la diferenciacion
celular. Ya que la diferenciacién es un proceso esencial para el desarrollo y el
mantenimiento de los tejidos en metazoarios, es concebible que la aparicion de
los proto-oncogénes se llevd a cabo en etapas tempranas de la evolucion de

los organismos multicelulares (Lipsick et al., 1996 y Ogata et al., 2004)

Las proteinas Myb se encuentran conformadas por un dominio de unién a DNA
MYB constituido por 3 repetidos imperfectos de 51-52 aminoacidos los cuales
se denominan R1, R2 y R3 (Figura 4). Cada repetido forma tres alfa-hélices,
que adoptan una estructura hélice-vuelta-hélice que es responsable del
reconocimiento y unién a la secuencia de DNA (Anderson et al, 2005). Cada
repetido tiene como caracteristica relevante, la presencia conservada de 3
triptéfanos espaciados cada 18 6 19 aminoacidos. Estos triptéfanos estan
flanqueados, ademas, por aminoacidos basicos y polares los cuales, también
se han conservado evolutivamente (Lipsick 1996). Los factores de transcripcion
Myb reconocen en el DNA la una secuencia especifica ©/TAAC®/'G
denominada Elemento de Reconocimiento a Myb (MRE, por sus siglas en

inglés Myb recognition element) (Ness et al., 1989).
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SHAQKYF

Figura 4. Representacion esquematica del dominio de union a DNA de las
proteinas MYB. El esquema muestra la estructura del dominio de union a DNA de
proteinas MYB de tres repetidos (c-MYB), proteinas MYB de dos repetidos
(ZmMYBC1) y proteinas MYB de un repetido (CCA1). (Tomado de Jin et al., 1999).

Como se ha mencionado el dominio de unién a DNA MYB de éstas proteinas
esta constituido por 3 repetidos, ésta caracteristica, generalmente, la
comparten las proteinas Myb de Vertebrados. Por su parte, en plantas se han
identificado proteinas Myb que conservan solamente los repetidos R2 y R3
(Figura 4) aunque recientemente se identificaron proteinas Myb con los
repetidos R1, R2 y R3 (Jin et al, 1999). Otro hallazgo importante fue la
identificacion de proteinas Myb de un solo repetido R2/R3 las cuales han sido
encontradas en plantas (Figura 4) (Jin et al., 1999). En plantas las funciones de
las proteinas Myb incluyen la regulacion del metabolismo secundario, el control
de la morfogénesis celular y la regulacion de la formacion de meristemos; asi
como el control del ciclo celular. Una caracteristica importante de las proteinas
que conservan un solo repetido es que éstas presentan una variacion en la
tercer a-hélice del repetido 3, en la que el motivo SHAQKYF reemplaza al
triptéfano, por lo cual a éstas proteinas se les denominan Myb SHAQKYF. Las

secuencias que éstas proteinas reconocen en el DNA pueden tener variaciones

16



de la secuencia candnica (“/"AAC®/"G) como es el caso de la secuencia
TATCCA presente en los promotores del gen a-amilasa de Orysa sativa (Lu et
al., 1998). En cuanto a los factores de transcripcion con motivo SHAQKYF en
otras especies de plantas se sabe que el factor LHY inveolucrado en regulacion
circadiana de Arabidopsis se une a la secuencia AAATATC (Spensley et al.,
2009) (Véase tabla 2). Por otro lado, se han identificado algunas proteinas de
la familia MYB SHAQKYF en otros organismos como, es el caso de la proteina
OsMYB1 de Oriza sativa que reconoce a la secuencia TATCCA (Lu et al.,
1998), en algas como la proteina LCR1 de Chlamydomonas reinhardtii
(Yoshioka et al., 2004) y la proteina MybE en el crganismo ameboide
Dictyostelium discoideum, la cual reconoce a la secuencia GGGGCGGG
(Fukuzawa et al., 2006 y Tsujioka et al., 2007). A pesar de estos hallazgos no
se cuenta con mas informacion acerca de otras secuencias que podrian estar
regulando la expresion de genes de factores de transcripcion de un solo
repetido.

Tabla 2. Funcion de proteinas con el dominio de union a DNA Myb en plantas

; . . . ~— Secuenciade
Proteina Funcionbiologica @~ Especie  reconocimiento a

- _ - Myb
Un solo repetido
SHAQKYF
LHY Regulacion circadiana Arabidopsis thalina AAATATC
CCA1 Regulacion circadiana Arabidopsis thalina
OsMyb Regulacién por estrés nutricional ~ Oriza sativa TATCCA
LeMYBI
LCR1 Regulacion por estrés Chlamydomonas ND

reinharditi

R2R3
AICD5 Regulacion de ciclo celular Arabidopsis thalina ND
ZmMYBC1 Control del metabolismo secundario Zea mays ND
PhMYBAN2 Petunia hibrida ND
AtMYBGL Desarrollo. Arabidopsis thalina. AAAGTTGTTA
ZmMYBRS2 Zea mays CAGTTG
CotMYBA Gossypium hirsutum TAACAAA
GAMYB Transduccion de sefiales Hordeum vulgare TAACTG
AtMYB2 Arabidopsis thalina. CTCAGCG
AICDC5 Regulacion de ciclo celular Arabidopsis
R1R2R3
MSA-binding Regulacion de genes de ciclinas Tobacco ND
proteins
AtF4D11.7 Funcion desconocida Arabidopsis thalina ND

Modificado de Jin ef al,, 1999
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En protozoarios se han identificado genes homédlogos a cMyb en: Giardia
lamblia (Sun et al., 2002), Trichomonas vaginalis (Hsu et al., 2004),
Plasmodium falciparum (Boschet et al, 2004), Trypanosoma cruzi (Freitas et al.,
1999) y Leishmania amazonensis (da Silva et al., 2010). En ciliados como
Sterkiella  histriomuscorum y Euplotes aediculatus y en Dictyostelium
discoideum (Fukuzawa et al., 2007) Los productos proteicos de estos genes
intervienen en el control transcripcional de multiples procesos celulares como la

proliferacion, la diferenciacion, el enquistamiento y la adhesiéon. Por otro lado

diferentes grupos de estudio ya han reportado las secuencias a las que se

unen éstas proteinas Myb (Véase Tabla 3).

Tabla 3. Proteinas con dominio de union a DNA MYB en protozoarios

; . Nombredela  Tipode  Secuenciade
Jranime: Fubchn d? ol ~ proteina protg:ixja - reconocimiento
G. lamblia Enquistamiento gMyb1 R1R2 C(T/A)ACAG
Sun et al., 2002 gMyb2
T.vaginalis Adhesion TvMyb1 R2R3 A-AACGAT
Hsu et al., 2004 TvMyb2 R2R3 CGATA

TvMyb3 R1R2R3 TAACGA
TvMyb4 TAACGA
T. Cruzi Proteinas de unién R2/R3 R2/R3 TTAGGG
Freitas et al.,, 1999 a tek')me\ros
L. amazonensis Proteinas de union R2/R3 R2/R3 TTAGGG
da Silva et al,, a telémeros
2010
P. Falciparum Conversion de PfMyb1 R1R2R3 TAACGG
Boschet et al., 2004 trofozoito a
esquizonte
E.histolytica Conversion de EhMybdr R3SHAQKYF CCccc
ggg;nkaufef etal, trofozoito a quiste
? rEhMyb10 R2R3 TAACGG
D. discodium Diferenciacion MybE R3SHAQKYF GGGTGGG

Fukuzawa et al, 2006
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En E. histolytica, hasta el momento, se ha descrito a un miembro de la familia
de proteinas con dominio de unién a DNA tipo MYB, el cual participa en la
interconversion de trofozoito a quiste (Ehrenkaufer et al.,, 2009). El factor de
transcripcién se denominé EhMybdr. Este se sobreexpresé en trofozoitos de E.
histolytica y posteriormente, se analizaron los genes que modificaron su
expresion, los cuales, de manera interesante, fueron genes que codifican para
quitinasas. El grupo de Ehrenkaufer utilizando microarreglcs determin6 que 117
genes son regulados al sobreexpresar EhMybdr, de estos, 40 genes se
sobreexpresaron durante el enquistamiento (genes quiste especificos) como
genes que codifican para quitinas y quitanasas. Asi mismo 88 genes
disminuyeron su expresién como aquellos que codifican para la thioredoxina.
Por otro lado, también se pudieron identificar genes que se comparten entre
ambos estadios. La identificacién de las secuencias que ésta proteina reconoce
en sus promotores blanco se realizé mediante el uso de herramientas
bioinformaticas. De tal forma que se identificaron 30 motivos, 15 de ellos se
encuentran presentes en promotores de genes regulados positivamente y los
restantes estan presentes en promotores de genes que son reprimidos. Con
ello se encontr6 de manera interesante que la secuencia CCCCCC se
encuentra presente en 304 promotores y que s6lo 12 genes que se encuentran
sobreexpresados contienen tal motivo. Por medio de ensayos de
inmunoprecipitacion de la cromatina se encontré6 que la proteina EhMybdr se
une directamente a promotores de genes que poseen la secuencia CCCCCC
siendo asi, el primer factor transcripcional involucrado en la regulacién de la
expresion de la etapa de trofozoitos a quiste (Ehrenkaufer et al., 2009). La
proteina EhMybdr es un miembro de la familia de las proteinas
EhMybSHAQKYF. Estas proteinas, generalmente so6lo conservan un repetido
(R2/R3) y presentan, como se habia explicado anteriormente, el motivo
STHAQKY/EF en la tercer a-hélice del dominio de unién a DNA. Esta familia es
comunmente abundante en plantas y regulan diversas funciones, como el
mantenimiento el ritmo circadiano, la maduracion de semillas y el estrés
inducido por ausencia de glucosa. En Dictyostelium las proteinas Myb
SHAQKYF regulan el desarrollo y la diferenciacién (Fukuzawa et al., 2006 y
Tsujioka et al., 2007)
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Para entender el papel del factor transcripcional Myb en E. histolytica el grupo
de la Dra. Azuara llevo a cabo una busqueda de proteinas con dominio de
unién a DNA tipo MYB utilizando como referencia a la secuencia aminoacidica
del dominio de unién a DNA MYB de c-Myb de H. sapiens. Esta busqueda
arrojé como resultado 34 proteinas que contenian el dominio de uniéon a DNA
MYB, las cuales se agruparon en 3 grupos monofiléticos. La familia | conserva
en su dominio de unién a DNA los repetidos R2 y R3 y esta fue denominada
EhMybR2R3; la familia Il agrupa proteinas de un sélo repetido, este tipo de
proteinas se encuentra‘relacionado con proteinas teloméricas de humanos.
Mientras que la familia lll agrupa a proteinas de un sélo repetido donde la
region de la tercer a- hélice, el tercer triptéfano es sustituido por el motivo
ST HAQKY/¢F, es por ello que a ésta familia se le nombré EhMybSHAQKYF.
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Figura 5. Proteinas EhMyb de E. histolytica. a). El diagrama muestra a la familia de
proteinas EhMyb de amiba. b). Arbol filogenético que muestra los diferentes grupos de
las proteinas EhMyb asi como la clasificacion de éstas dependiendo del nimero de
repetidos presentes en su dominio de unién a DNA (Tomado de Meneses et al., 2010).
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Hasta el momento nuestro grupo se encuentra caracterizando a la proteina
EhMyb10 de la familia | (EhMybR2R3); ya que se observé que por ensayos de
microarreglos que el gen que codifica para la proteina EhMyb10 modificé su
expresion durante el establecimiento de la infeccion intestinal. También, es
importante sefialar que mediante ensayos de EMSA se determind la interaccion
de la proteina EhMyb10 con la secuencia de reconocimiento canénica ERM
(TAACgG) contenida en el oligonucleétido mim- 1 (Meneses et al., 2010).

a) EhMybR2R3 EhMybSHAQKYF
Repetidos Dominlo ds ui6n a DNA
| FE—— |
Dominio de unién a DNA SHAQKYF

MRE canénico WAACNGh MRE O. sativa TATCCATATCCA
Mim-1 TAACGGT MRE D. discoideum CACCCCAC
MRE E. histolytica ccecece

Figura 6. Proteinas EnMybR2R3 y EhMybSHAQKYF de E. histolytica. a). Esquema de las
proteinas EhMyb10 del tipo EnMybR2R3 y EhMybdr del tipo EnMybSHAQKYF. b). Modelo de
la estructura terciaria del dominio de union a DNA de las proteinas EhMyb10 y EhMybdr. c).
Secuencias de reconocimiento a DNA de las proteinas EhMyb10 y EhMybdr.

La busqueda de proteinas tipo Myb homdlogas en protozoarios y la
determinacién de su papel funcional en contextos unicelulares ayudara a
elucidar las funciones regulatorias ancestrales de éstas proteinas. La ausencia
de genes myb en eubacterias indica que el dominio MYB evolucioné a partir de
la divergencia de los organismos eucaridnticos (Jin et al., 1999 y Davidson et
al., 2004). Los genes myb codifican para proteinas que se caracterizan por la
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presencia del dominio de union a DNA MYB, el cual tiene una funcion
importante en el reconocimiento de las secuencias de ADN de las regiones
promotoras. Al igual que en los vertebrados, E. histolytica posee en su genoma
una abundante familia de de genes que codifican para factores de transcripcion
tipo Myb como anteriormente se menciono, estos genes modifican su expresion
durante varios eventos celulares (Tabla 1) por lo que el estudiar su papel
funcional en el mecanismo de control transcripcional permitira ampliar el
conocimiento de los elementos que participan en las redes de expresion génica

de este parasito.

1.2. Estado del arte

Actualmente, se sabe que las secuencias en el ADN que reconocen las
proteinas Myb se encuentran conservadas evolutivamente en diferentes
organismos. Ya que la proteina EhMyb10, es un miembro de la familia
EhMybR2R3, que reconoce la secuencia canonica TACCgG, se planteo la
busqueda de esta secuencia en el genoma de E. histolytica. Es por ello que en
colaboracion con la Dra. Selene Zarate Guerra, se buscaron Elementos de
Reconocimiento a Myb (ERM) en regiones no codificantes de genes de E.
histolytica. Primeramente, se examiné el ERM canénico “/TAAC®/" el cual es
reconocido por el factor de transcripcion c-Myb. En este andlisis in silico se
incluyeron 5385 promotores de genes de E. histolytica (Cardenas 2008). La
secuencia ®/TAAC®/" se identifico en 226 promotores (Véase tabla 4), entre los
que destacan genes que codifican para factores de virulencia, transduccién de
sefales y estrés por choque térmico. Por lo que los factores de transcripcion
EhMyb de E. histolytica podrian estar involucrados en la regulacion
transcripcional de genes que participan en diferentes procesos celulares
(Meneses et al., 2010).
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Tabla 4. Analisis in silico de la secuencias de reconocimiento a Myb (MRE) en

promotores de E. histolytica.

Promotores analizados 5385
MRE ~ CTAACST
Promotores que contienen la secuencia ' 226
Transduccion de senales 33
Transporte vesicular - 8
Regulacion DNA y RNA 27
Traduccion : 11
Estrés/Choque Térmico 7
Virulencia . 15
Enquistamiento 1
Otros 124

(Tomado de Céardenas, 2008)

Otra secuencia analizada fue la secuencia TATCCA, la cual se encuentra
presente en las regiones promotoras de genes de Oriza sativa. El analisis
realizado determin6 que se encuentra presente en 117 promotores (Véase
tabla 5). La secuencia se encuentra involucrada en la regulacion de la
expresion de genes de la a-amilasa en ausencia de glucosa. Este haliézgo se
obtuvo mediante la mutacion de las secuencias de respuesta a glucosa (SRS).
Este elemento se encuentra constituido por tres motivos esenciales: la caja GC,
la caja G y la secuencia TATCCA en donde al mutar o deletar cualquiera de
estos elementos se observé una inhibicion de la transcripcién del gen de la a-
amilasa. Por otro lado, por ensayos de cambio de la movilidad electroforética
(EMSA) se evidencidé que a la secuencia TATCCA se le unen, de forma
especifica, proteinas de extractos nucleares, por lo que se sugirié que las
proteinas que interaccionan en ella pueden estar actuando como represores o
activadores de la transcripcion. Un hallazgo sumamente importante fue
encontrar que la secuencia TATCCA participa como un aumentador de la
transcripcion en genes de la a-amilasa por lo que se considera un elemento
esencial en el control de la regulacion de estos genes (Lu et al, 1998 y
Toyofuku et al., 1998)

23



Tabla 5. Analisis in silico de la secuencia TATCCA en promotores de E. histolytica.

Promotores analizados 5385
MRE (Oryza sativa) ~ TATCCA
Promotores que contienen la secuencia 117
Transduccion de senales 24
Regulacion DNA y RNA 7 14
Traduccion 8
Estrés/Choque Térmico

Virulencia

Otros : 56

(Tomado de Cardenas, 2008)

Por otro lado, el grupo de Lu (1998) aisl6 y caracterizé6 3 genes OsMYBS que
codifican para proteinas MYB de un solo repetido y que son del tipo Myb
SHAQKYF. Estos hallazgos revelaron que las tres proteinas OsMYB
interactian con la secuencia TATCCA tanto in vifro como in vivo, sin embargo,
poseen una afinidad diferencial en la unién a DNA cuando sélo se encuentra
una copia del elemento TATCCA vy ello se ve reflejado en la actividad del
promotor de células de levaduras y plantas. Ademas, se encontré que las
diferentes proteinas OsMYB son activadores de la transcripcion, sin embargo
s6lo OsMYB1 es un activador fuerte, mientras OsMYB2 es un activador débil.
Por dltimo, la proteina OsMYB3 no tiene funciéon de activador. Las proteinas
MYBs de un sélo repetido pueden reconocer a una secuencia de DNA diferente
a la que reconocen otras proteinas MYB, cabe mencionar que la secuencia
consenso que reconocen MYB R1 no ha sido estudiada extensamente, hasta el
momento se sabe que OsMYB contiene el dominio SHAQK(Y/F)F y se ha visto
que solo en las proteina OsMYB y StMB1 que reconocen el core de la
secuencia TATCCA (Lu et al., 2006).

El andlisis in silico de la secuencia TATCCA llevado a cabo en promotores de
genes de E. histolytica revel6 que ésta se encuentra en promotores de genes
de respuesta a choque térmico, genes involucrados en virulencia y genes
relacionados con sefalizacién celular. Un gen candidato para estudiar la

secuencia TATCCA es el gen HSP100 que codifica para la proteina HSP100,
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ya que se ha visto que se encuentra altamente expresado durante el evento de
choque térmico. La proteina que codifica este gen es de localizacion nuclear y
pertenece a la familia de chaperonas moleculares, involucradas en la
disgregacion de agregados de proteinas. Cabe mencicnar que la proteina
HSP100 en otros organismos ha sido relacionada con virulencia, tal es el caso
de proteina Clp-HSP100 de Listeria monocytogenes, implicada en
termotolerancia, ademas de participar en varias de las etapas del proceso
infeccioso (Chastanet et al, 2004). Asi mismo, HSP100 en Leishmania
donovani juega un papel importante en la sobrevivencia e integridad intracelular

de los amastigotes (Clos et al., 2001).

En el proceso de regulacion de la transcripcion se involucran elementos cis-
acting como los promotores, aumentadores, silenciadores, activadores sitio
especificos, etc; y los elementos de regulaciéon en trans que involucran a
factores de transcripcion que pueden tener funciones de activadores,
represores, co-activadores, co-represores y/o proteinas modificadoras de la
cromatina. (Tymms et al., 2000). Una herramienta fundamental en el estudio de
los promotores es el uso de vectores que tienen genes reporteros los cuales
permiten analizar la actividad de los promotores, asi como definir la
funcionalidad de secuencias importantes para su actividad. Estos ensayos
miden de forma indirecta la tasa de transcripcion, para lo cual se clonan las
regiones de los promotores rio arriba de las secuencias codificantes para un
gen reportero, de tal forma que el producto de este gen varia de acuerdo a la
regulacién potencial del promotor a estudiar (Tymms et al., 2000 y Malo et al.,
2003).
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1.3. Antecedentes particulares del tema

Para llevar a cabo el estudio de secuencias involucradas en la regulacion
transcripcional es necesaric hacer uso de ensayos funcionales. Este tipo de
analisis es importante ya que permite evaluar de manera indirecta la actividad
de un promotor asi como las proteinas que pueden contribuir en la regulacion

del gen.

Los genes reporteros son secuencias que codifican para proteinas de simple
deteccion y se usan para reemplazar productos génicos dificiles de medir y
determinar su actividad promotora. Para evaluar mecanismos de control
transcripcional en E. histolytica se han empleado los genes reporteros de
luciferasa y cloranfenicol acetil transferasa (CAT). Sin embargo la expresion de
los genes reporteros esta condicionada a la utilizacién de las regiones de
poliadenilacién de genes propios de este parasito. El extremo 3'UTR del gen
de actina es el mas utilizado, sin embargo, también se han utilizado los
extremos 3'UTR de la subunidad pesada de la lectina (Purdy et al., 1995) o
del gen del cistein sintasa (Saito et al., 2005).

En este trabajo proponemos la utilizaciéon del gen de la luciferasa ya que no
requiere la utilizaciéon de sustratos radiactivos, es por ello que parte importante
de este trabajo consistidé en la implementacion de un ensayo funcional para

evaluar la actividad de secuencias promotoras.

El plasmido reportero por excelencia en E. histolytica para el analisis de
promotores es pA5A3'CAT, el cual fue diéeﬁado por Tannich (Hamann et al.,
1995). Este plasmido tiene al gen reportero CAT y el extremo 3° UTR de actina
para estabilizar al RNA mensajero. Rio arriba de CAT se clona la secuencia de
los promotores a estudiar y se mide la actividad de CAT por medio de un
ensayo en el cual el cloranfenicol '*C es acetilado en presencia de la enzima
CAT. Una de las desventajas de este ensayo es que para normalizar la
actividad CAT se hace uso de una curva estandar de proteinas, la cual
depende de la eficiencia transfeccion, del estado de las células, de la calidad

del DNA y de la sobrevivencia posterior a la electroporacion. Otra desventaja
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es que se requieren de 80 a 100 pg de DNA para la transfeccion y, por ultimo,

el tiempo de deteccion se realiza hasta las 48 horas postranfeccion.

Muchos de los inconvenientes, anteriormente sefalados, han sido eliminados
utilizando plasmidos que con tienen el gen reportero de la /uciferasa, sin
embargo, el problema de la normalizacién por proteinas inherente a la técnica
sigue siendo el mismo. Para solucionarlo se cuenta con dos diferentes vectores
los cuales contienen genes para dos enzimas, uno para luciferasa y otro para
Renilla.

El uso de estos vectores tiene la ventaja de que el gen de la Renilla se puede
poner bajo un promotor débil y puede ser utilizado como control interno. El
promotor a evaluar se subclona en la region rio arriba del gen de la luciferasa y
su actividad se normaliza contra la actividad de renilla. En el ensayo de
luciferasa, la luminiscencia es producida por la conversion de la luciferina en
energia quimica; este proceso esta dado por la oxidacion de la luciferina a
través de la transicion de electrones, como productos principales se genera
oxiluciferina y luz, la cual es captada y cuantificada por un luminémetro (Véase

Figura 7).

Los ensayos de luciferasa proveen las siguientes ventajas: (Tymms et al., 2000
y Malo et al., 2003).

¢ Estos ensayos ofrecen alta sehsibilidad debido a que la produccién de
quimioluminiscencia es cuantificable y tienen un bajo fondo, indicando que

el producto del gen reportero es proporcional al nivel transcripcional.

e La actividad del reportero se encuentra inmediatamente disponible después
de la traducciéon, ya que la proteina no requiere modificaciones post-

traduccionales.
¢ El ensayo es rapido y solo requiere de pocos segundos por muestra.

e El uso de un sistema de reporteros permite mapear el control de la
transcripcién, es decir, permite dilucidar la funcion de elementos tales como:

promotores, aumentadores y silenciadores.
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Figura. 7 Reaccion de bioluminiscencia catalizada por la luciferasa. a) Firefly
luciferasa, es una proteina monomérica de 61 kDa, que cataliza la oxidacién de
luciferina para ello utiliza ATP mas magnesio como co-substrato. b) Renilla luciferasa,
es una proteina monomérica de 30 kDa que cataliza la oxidacion de coelenterazina.

(Tomado de www.promega.com)
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2. Justificacion

E. histolytica es el parasito protozoario entérico causal de la amibiasis; en cuya
regulacion transcripcional participan diferentes factores de transcripcion que modulan
la expresion de sus genes. Sin embargo, ain se tiene un limitado conocimiento
acerca del papel funcional de las secuencias a las que estos factores de transcripcion
se unen. Por lo que el definir el posible papel funcional de la secuencia TATCCA
mediante el uso de genes reporteros permitira analizar las regiones promotoras en

este parasito.
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3. Hipotesis

La secuencia de reconocimiento a Myb TATCCA es relevante en la regulacion del
promotor del gen HSP100 de E. histolytica
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4. Objetivo general

Analizar la relevancia funcional de la secuencia TATCCA en E. histolytica

4.1 Objetivos particulares

1. Analizar si la secuencia TATCCA es reconocida por proteinas nucleares
obtenidas de trofozoitos de E. histolytica.

2. Evaluar la funcionalidad de la secuencia TATCCA en la actividad del promotor
del gen HSP100 de E. histolytica.
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5. Diagrama de trabajo
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6. Estrategia experimental

6.1. Cultivos de trofozoitos de E. histolytica. Los trofozoitos de la clona A
cepa HMI:IMSS de E. histolytica se cultivaron axenicamente a 37°C en medio
TYI-S-33 (biosate, glucosa anhidra, NaCl, KH,PO4, K;HPO4 L(+) acido
ascorbico, L-cisteina, citrato férrico, agua desionizada, pH 6.8), complementado
con 15% de suero bovino (Gibco, Invitrogen), 3% de mezcla de vitaminas de
Diamond (Diamond et al., 1978) y antibi6ticos 0.25 U/ml de bencilpeniscilina
(Laboratorios Pisa) y 35 mg/ml de estreptomicina (Lakeside). Para realizar los
experimentos los trofozoitos en fase logaritmica de crecimiento se cosecharon
mediante incubacién en hielo durante 15 min. Las células se empastillaron
mediante centrifugacién a 1,500 rpm durante 7 min, para posteriormente

contarse en una camara de Neubauer.

6.2. Ensayos de interaccion DNA-proteina. Para determinar la interaccion de
proteinas con las secuencias Mim-1 y TATCCA se realizaron ensayos de
retardamiento (EMSA, del inglés: electrophoretic mobility shift assay). Para
realizar los ensayos EMSA se utilizaron oligonucleétidos que contienen
secuencias especificas para la unién de factores de transcripcion, los cuales se
hicieron interaccionar con las proteinas presentes en extractos nucleares y
posteriormente se evalud la alteracion de su migracion mediante electroforesis
en condiciones no desnaturalizantes. Los ensayos EMSA se realizaron
utilizando diferentes oligonucleétidos que contenian las posibles secuencias de
reconocimiento para los factores de transcripcion EnMyb de E. histolytica. Las
secuencias utilizadas fueron la secuencia candnica para el factor de
transcripcion ¢c-Myb (C/TAAGNG) contenida en el oligonucleétido Mim-1 (Ness
et al., 1989) y la secuencia TATCCA a la cual se unen proteinas Myb de
plantas (Lu et al.,1998) (Véase Tabla 6).
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6.2.1. Marcaje de los oligonucleotidos. Los oligonucleétidos se sintetizaron
como cadena sencilla y posteriormente fueron utilizados en forma de doble
cadena, para lo cual se hibridaron bajo las siguientes condiciones: 3 pg de
cada uno de los oligonucledtidos de cadena sencilla se diluyeron en
amortiguador Tm (TrisHCI 100mM pH 8.5 y MgCl, 50 mM) en un volumen de
20 pl. Estos se calentaron a 90°C durante 5 min y posteriormente fueron
enfriados muy lentamente hasta alcanzar la temperatura ambiente. Los

oligonucleétidos hibridados se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Los oligonucleétidos empleados fueron disefiados para que contuvieran en sus
extremos 5’ el sitio de corte para la enzima Xbal (5'-CTAG-3’), de ésta manera
se rellenaron empleando a la enzima ADN polimerasa |, fragmento largo
(Klenow) de E. coli (New England Biolabs, Inc). Los oligonucleétidos TATCCA
y Mim-1 ambos a una concentracion de 150 ng/ul, se marcaron de la siguiente
manera, se adicioné 1 ul de la mezcla de dNTPs (10 mM de cada uno de los
dNTPs: dGTP, dCTP y dTTP), asi mismo se adicion6 1 pl del amortiguador de
la enzima Klenow 10X y 1 pl de dATP a[P*)] (Perking Elmer). Por ultimo, se
adicion6 1 pl de la enzima Klenow en un volumen final de 10 pl. Esta mezcla se
incubd durante 1 hr a temperatura ambiente. Para eliminar los nucleétidos no
incorporados se utilizé el kit QIAquick Nucleotide Renoval (QIAGEN) segun las
indicaciones del fabricante. La reacciéon se diluyé en 100 pl de solucion PN,
ésta se transfiri6 a una columna la cual fué centrifugada a 14,000 rpm por 1
min. Posteriormente, se hicieron dos lavados con 500 pl de solucion PE
centrifugandose cada vez a 14,000 rpm por 1 min. Finalmente, las sondas
marcadas se eluyeron utilizando 150 pl de solucion EB de manera que

contuvieran cada uno de los oligonucleétidos a una concentracién final de 1

ng/pl.

Tabla 6. Oligonucleétidos utilizados en los ensayos de EMSA.

Oligonucleoétido | Secuencia

Mim-1 5'-TCTAGAACACATTATAACGGGTTTTTTAGC-3
Mim-1M 5-TCTAGAACACATTAGCCAGGTTTTTTGC-3'
TATCCA 5-CTAGTCTCTATCCAAAA-3’

TATCCA-M 5-CTAGTCTCGCGCCAAAA-3’

Sp-1 5-CTAGATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC-3’

El ERM esta subrayado y en letras bold se indican las bases mutadas.




6.2.2. Extractos nucleares. Cultivos de E. histolytica confluentes se enfriaron y
se cosecharon. La pastilla de amibas se lavé una vez con PBS (NaCl 140 mM,
KCI 2.7 mM, Na,PO4 8 mM, KH,PO4 8 mM, pH 6.8) frio. Seguido, se centrifugd
a 1500 rpm a 4°C. El sobrenadante se retir6 y la pastilla se resuspendié en
solucién A (HEPES 10 mM pH 7.9, KCI 10 mM, EDTA 0.1 mM, EGTA 0.1mM,
DTT 1 mM, PMSF 200 mM, Coctel de inhibidores y H,C) y se incubd por 15
min. Posteriormente, se verificé que las amibas se redondearan y se adiciond
NP-40 al 10%. La suspensién de células se pas6 a un homogenizador de
tejidos en donde se aplicaron 50 golpes de teflon. Postericrmente, se centrifugd
10,000 rpm por 10 min y se recuperé el sobrenadante que es la fraccién
citoplasmica. Una vez obtenidos los nucleos, éstos se re-suspendieron en
solucién C (HEPES 20 mM pH 7.9, NaCl 0.4 mM, EDTA 0.1 mM, EGTA 1 mM,
DTT 1 mM, PMSF 200 mM, Coctel de inhibidores y H,O) y se sometieron a
agitacién vigorosa por 20 min a 4°C. Posteriormente, los nucleos se
centrifugaron a 14,000 rpm por 5 min, el sobrenadante asi recuperado
constituye la fraccion nuclear. Los extractos nucleares se cuantificaron
mediante la técnica de Bradford, se hicieron alicuotas y se guardaron a -70° C

hasta su utilizacién en ensayos EMSA.

6.2.3. Ensayo de EMSA. Los extractos nucleares de E. histolytica se
preincubaron por 10 min en hielo con amortiguador de unién BDG 1X (HEPES
12 mM pH 7.9, EDTA 0.5 mM pH 8, MgCl;, 4 mM, KCI 60 mM DTT 2 mMe
inhibidores de proteasas), con una solucién de Espermidina-Magnesio (MgCl 4
mM y de Espermidina 4 mM) y con 1 ug de poly [dI/dC] (Sigma-Aldrich). Al
término de los 10 min se agregé 1 pl de la sonda marcada radiactivamente y se
incubd en hielo durante 20 min. Las muestras se depositaron en un gel nativo
no desnaturalizante de poliacrilamida al 6% y de baja fuerza ionica (Tris base
50 mM, Acido bérico 50 mM y EDTA 0.2 mM pH 8.0 (TBE 0.5 X). La
electroforesis se llevo a cabo a 150 V. El gel fue secade al vacié y la imagen

fue revelada utilizando placas autoradiograficas (Kodak Eastman).

Por otro lado, para determinar la especificidad de los complejos DNA-proteina
se hicieron ensayos de competencias, para ello se utilizaron excesos molares
de oligonucleétidos especificos e inespecificos. El ensayo se llevo a cabo como

se describié anteriormente, sin embargo, a la mezcla se le agregaron excesos
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molares de 100 veces de los competidores especificos e inespecificos. Al
término de los 10 min se agregé6 1 pl (1 ng) de la sonda marcada
radiactivamente y se incub6 en hielo durante 20 min. Las muestras se
depositaron en un gel nativo no desnaturalizante de poliacrilamida al 6% y de
baja fuerza idnica (TBE 0.5 X). La electroforesis se llevo a cabo a 150 V. El gel

fue secado como se describié anteriormente.

6.3. Implementacion de un sistema de genes reporteros para evaluar
funcionalmente la secuencia TATCCA en E. histolytica

1.- Obtencion de construcciones que contienen diferentes fragmentos del

promotor del gen de la adhesina Ehadh112 de E. histolytica.

6.3.1. Obtencion de los plasmidos pGL3-basic y pRL-null. Bacterias de E.
coli DH5a fueron transformadas con los plasmidos pRL-null y pGL3-Basic en
medio agar Luria-Broth (Triptona 10 gr, Extracto de levadura 5 gr, NaCl 0.25 M
y Agar) suplementado con ampicilina a una concentracion de 100 pg/ml. Se
seleccion6 una colonia y se creci6 en 50 ml de medio Luria-Broth
suplementado con ampicilina (100 ug/ml) por 16 horas. El cultivo bacteriano se
empastilld y se centrifugd a 14,000 rpm por 5 minutos para la extraccion de
DNA plasmidico utilizando el Kit Midiprep (Qiagen) de acuerdo a las
instrucciones del proveedor. La integridad del DNA se verific6 mediante

electroforesis en geles de agarosa al 1%.

6.3.2. Clonacion del 3'UTR del gen de actina de E. histolytica en los
plasmidos pGL3-basic y pRL-null. Los genes reporteros utilizados para el
estudio de promotores no presentan actividad en el parasito E. histolytica. Para
el analisis de los promotores de este parasito se han utilizado como reporteros
a los genes de CAT vy Luciferasa, para lo cual se les ha clonado en su extremo
3’ la regién 3'UTR del gen de actina. Para clonar el 3'UTR de actina de E.
histolytica se digirieron los plasmidos con las enzimas de restriccion BamHl y
Xbal (New England Biolabs). La reaccién de digestion se incubé a 37°C
durante 3 horas. El producto de corte se visualizé en un gel de agarosa al 1%
tefido con bromuro de etidio. Una vez que se verifico que las dos enzimas
cortaron al vector, las muestras se corrieron en un gel preparativo de agarosa,

sometiéndolas a electroforesis. Se cortdé una banda de aproximadamente 4.8
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kb que corresponde al vector pGL3-Basic y otra banda que corresponde a 3.3
kb del vector pRL-null. Ambas bandas se cortaron para ser purificadas con el
kit Wizard SV Gel Extraction (Promega) de acuerdo con las instrucciones del

proveedor, esto con la finalidad de eliminar a las enzimas de restriccion.

6.3.3. Reaccion de PCR para amplificar la region 3’ del gen de actina. El
extremo 3’ de la regiéon UTR del gen de actina se amplificé utilizando como
molde al plasmido pA5A3CAT y los oligonucledtidos 5'Xba-Actina
(5- GAGGACTCTAGTAATTTATTTCTCATTTGAT-3' ) y el oligonucleétido 3’
BamHIActina (5-GAGGACGGATCCTCTCTTCATCTCCATATCTAC-3') que
contienen los sitios de clonacién Xbal y BamHI respectivamente. EIl producto
amplificado se purifico a partir de un gel de agarosa, se restringié con las
enzimas Xbal y BamHI y posteriormente se volvié a purificar para finalmente
proceder a la reaccion de ligacion. Para ello los plasmidos pGL3-basic y pRL-
null linearizados se incubaron con el fragmento de 600 pb de extremo 3’ UTR
de actina utilizando el kit Rapid DNA Ligation (Fermentas). De ésta forma el 3’
UTR de actina quedo rio abajo de la secuencia de los genes reporteros
Luciferasa y Renilla, a estos plasmidos se denominaron pGL3-3'A y pRL-null-
3’A (Figura 8).
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Figura 8. Vectores pGL3-3'A y pRL-null 3’A. La figura muestra los plasmidos
empleados para el analisis funcional de la secuencia TATTCCA (Adaptado de
WWWw.promega.com).
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6.3.4. Obtencion de los fragmentos del promotor del gen Ehadh112 de E.
histolytica. Para poder desarrollar un ensayo funcional utilizando los genes
reporteros Luciferasa y Renilla en E. histolytica fue necesario contar con
controles positivos, de los cuales previamente ya se ha caracterizado su
actividad. Es por ello que seleccionamos el promotor del gen Ehadh112, el cual
se encuentra clonado en la construccion p469CAT (Azuara et al., 2005). Esta
construccién se utiliz6 como molde para amplificar el fragmento de 469 pb del
promotor del gen Ehadh112 utilizando los oligonucleétidos Adh400Lucs (5'-
GAGTCGCTCGAGGGGGTGAAGGAGACAATT-3') y el oligonucleétido
Adhas30Hindlll (5-CCCAAGCTTAGGAATGAATTGTCTATTCAT-3’), los cuales
tienen sitios de corte para las enzimas Hindlll y Xhol respectivamente esto con
la finalidad de facilitar la clonacién de este promotor en el vector pGL3-3'A. Asi
mismo, en el vector pGL3-3’A se clon6 un fragmento de 151 pb del promotor
del gen Ehadh112, utlizando los oligonucleétidos Adh151Lucs (5'-
GAGTCGCTCGAGTTTATTTTTATGATTTGATT-3) el cual también tiene el sitio
de corte Hindlll vy el oligonucle6tido Adhas30Hindlll.

6.3.5. Clonacion de los fragmentos del promotor del gen Ehadh112. Los
productos de amplificacion de 460 y 151 pb se clonaron en el vector pGL3-3'-
Actina y sélo el fragmento de 151 pb se clon6 en pRL-null-3-Actina. El vector y
los insertos purificados se ligaron utilizando la enzima T4 ligasa (Fermentas).
Como control negativo de la ligacién se prepard una reacciéon con el vector sin
colocar el inserto y con la T4 ligasa (Fermentas). Si la reaccién fue eficiente,
ésta no debid ligarse dado que los sitios de restriccion Hindlll y Xhol no son
compatibles. La reaccién de ligacion se incub6 a temperatura ambiente por 5

min.
6.3.6. Preparacion de células competentes de E.coli DH5a.

Las bacterias Escherichia coli DH5a se crecieron en 5 ml de medio LB sin
ampicilina durante toda la noche a 37° C. Al dia siguiente las células se
inocularon en 100 ml de medio SOB. Las bacterias se incubaron a 37°C con
agitacion constante hasta que alcanzaron una densidad 6ptica de 0.5. El cultivo
se enfrid en hielo durante 10 min. Posteriormente, el cultivo se empastillé a

2500 rpm por 12 min a 4°C, el sobrenadante se decant6 y la pastilla se dej6
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secar. Posteriormente la pastilla se resuspendié en 16 ml de solucion RF1
(RbCI 100 mM, MnCI»4H,O 50 mM Acetato de potasio 35 mM, CaCl,2H,0
10mM, Glicerol 15%, el pH 5.8 con CH3COOH 0.2 M) y se incubé en hielo por
15 min. Después de la incubacién se centrifugé a 2500 rpm por 12 min a 4° C,
el sobrenadante se decanté y se adicionaron 4 ml de solucién RF2 (MOPS 10
mM, RbCI 10 mM, CaCl,2H,0 75 mM, Glicerol 15%, pH se 6.8 con NaOH) se
incubd por 15 min. Una vez transcurrido el tiempo de incubacidon se hicieron

alicuotas de 100 pl de las células y congelaron a -70° C hasta su uso.

6.3.7. Transformacion de células competentes de E.coli DH5a. 100 pl de
bacterias DH5a se mezclaron con cada una de las mezclas de ligacion,
posteriormente, se incubaron en hielo por 2 min, se dio un choque térmico a 42
°C por un minuto y se incubaron nuevamente en hielo durante 15 min. Las
células se recuperaron en medio SOC (Bactrotiptona 2%, Extracto de levadura
0.5%, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM) 37°C por 1 hora.
Posteriormente, éstas se centrifugaron a 200 rpm. Finalmente, 50 pl de las
células se espatularon en cajas Petri con medio Luria con 100 pg/ml de
ampicilina y posteriormente se incubaron a 37°C toda la noche. Las colonias
obtenidas se picaron y crecieron en 5 ml de medio Luria-Ampicilina (100 pg/ml)

liquido a 37 °C toda la noche.

6.3.8. Obtencion del DNA plasmidico para analisis de las clonas positivas.
Para seleccionar las clonas positivas a las ligaciones se obtuvieron los cultivos
correspondientes a las colonias obtenidas en la ligacion, tras lo cual se
procesaron para la obtencién de los plasmidos, cosechando a 14000 rpm
durante 2 min y resuspendiendo las pastillas en solucion TS (TrisHCI 50 mM
Sacarosa 25%). A las pastillas resuspendidas se les agreg6 solucioén ELT (100
mM EDTA, Lisozima 2 mg/ml y Tritén X-100 0.1%) y se incubaron a 70 °C por
10 min. Finalizada la incubacién se realiz6 una centrifugacion a 14,000 rpm por
15 min, el sobrenadante se recuperd y se adicioné un volumen igual de PEG
(PEG 6000 20%, NaCl 1M, TrisHCI pH 8 10mM y EDTA 1mM) para su
precipitacion agitandose suavemente. Posteriormente se incub6 por 20 min a
temperatura ambiente y se centrifugé a 14,000 rpm por 3 min. La pastilla de
DNA se dejo secar a temperatura ambiente y finalmente se resuspendié en

agua Milli Q estéril.

39



Los plasmidos extraidos se digirieron con las enzimas Hindlll y Xhol.
Posteriormente, se cargaron 10 pl del producto de resfriccion en un gel de
agarosa al 1% para verificar la liberacién del inserto correspondiente al tamafo
del fragmento del promotor. Una vez verificada la liberacién del inserto, se
seleccionaron las colonias y se procesaron para la obtencién de DNA de alta
calidad y pureza para su secuenciaciéon. En breve, las colonias seleccionadas
se picaron y crecieron en medio Luria-Ampicilina 100 pg/ml. Las células se
procesaron para la obtencion del plasmido con el kit Wizard plus SV minipreps
DNA purification System (Promega) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Se cosecharon las bacterias por centrifugacion y se les adicion6
solucion de resuspension celular. Posteriormente, se lisaron con solucion de
lisis y se incubaron con soluciéon de proteasa alcalina por 5 min a temperatura
ambiente. Terminada la incubacion se agreg6 soluciéon de neutralizacién y se
centrifugaron a 14,000 rpm por 10 min. El sobrenadante se recuperé y se paso6
por una columna de purificaciéon centrifugando a 16,000 rpm por 1 min, se
adiciond solucion de lavado y se centrifugd a 16,000 rpm durante 2 min.
Finalmente se eluyé el DNA plasmidico de la columna con agua libre de

nucleasas centrifugando a 16,000 rpm durante 1 min.

6.3.9. Reaccion de secuenciacion de las construccicnes plasmidicas. Los
plasmidos obtenidos se cuantificaron por espectrofotometria a 260/280 nm y se
corrieron en un gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio. Para
estimar la concentraciéon de los plasmidos obtenidos se utilizé el marcador de
talla molecular de 1 Kb (Invitrogen). Se cargaron 500 ng de cada plasmido por
pozo. Una vez cuantificados los plasmidos se realizd la reaccion de
secuenciacion de acuerdo utilizando el kit ABI Prism BigDye v3.1 (Applied
Biosystem) Las reacciones de PCR se purificaron utilizando el kit DyeEx 2.0
Spin Kit (QIAGEN) y se leyeron en un secuenciador automatico 31300 Genetic

Analyzer (Applied Biosystem).
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6.4. Evaluacion de la funcionalidad de la secuencia TATCCA en
Entamoeba histolytica. Para evaluar la funcionalidad de la secuencia
TATTCA del promotor del gen HSP100 se utilizaron plasmidos que contienen
los genes reporteros de de la Luciferasa y Renilla. Estos plasmidos fueron
modificados como se explico anteriormente ya que a ambos se les cloné el
3’'UTR de gen de actina lo que permite la expresion de los genes reporteros en
E. histolytica.

6.4.1. Obtencion de DNA genémico para amplificar el promotor del gen
HSP100 de E. histolytica. EI DNA genémico se obtuvo de trofozoitos de E.
histolytica de la cepa HMI: IMSS utilizando el Kit Wizard Genomic ADN
Purification (Promega) segun las condiciones del fabricante. Este kit esta
basado en una extraccion de cuatro pasos. Primeramente, las células y los
nucleos se rompen utilizando una soluciéon de lisis de nucleos, en seguida se
realizo una digestion con RNasa para luego realizar una precipitacion de
proteinas con la solucién precipitante. Finalmente el DNA fue precipitado con
isopropanol y se resuspendié en solucion de rehidratacion de DNA. EI DNA
gendémico se cuantifico por espectrofotometria a 260/280 nm. El cual se utilizd

como templado para la amplificacion del gen HSP100.

6.4.2. Obtencion de las construcciones que contienen al promotor del gen
HSP100. Se disenaron oligonucleétidos de acuerdo a la secuencia rio arriba
del sitio de inicio de la traduccion (ATG) del gen HSP7100 con nimero de
acceso EHI_072140 de Pathema Entamoeba (http:/pathema.jcvi.org/cgi-
bin/Entamoeba/PathemaHomePage.cgi). La construccion p285 se obtuvo al
clonar el fragmento amplificado por PCR de la region -285 a 18 pb de la region
del promotor del gen HSP100 utilizando los oligonucleétidos HSP100Xho-
285s (5 CCCGCTCGATAACATTTATCAATAG 3’) el cual tiene un sitio de corte
para la enzima Xhol y el oligonucledtido HSP100Hindlllas (5'-CCCAAG
CTTCCATTTGTTTGGATCCAT-3’) que contiene el sitio de corte Hindlll en su
extremo 3’ a partir de 100 ng de DNA gendémico. A ambos oligonucleétidos se
les adicionaron 6 bases adicionales para permitir el corte de las enzimas de

restricciéon en el producto de DNA amplificado.

41



6.4.3. Obtencion de los plasmidos para transfeccién. Una vez que se
verificd que las construcciones obtenidas contuvieran los fragmentos del
promotor del gen Ehadh112 clonados y que no contuvieran mutaciones, los
plasmidos se purificaron utilizando el kit MEGA (QIAGEN). Brevemente, se
incubd un volumen de 5 ml de medio Luria Ampicilina con E.coli DH5- a a 37°C
por 16 hrs a 200 rpm, posteriormente se inoculé un volumen de 500 ml de
medio Luria Ampiclina con 1 ml del precultivo. La muestra nuevamente se
incub6 a 37°C a 200 rpm por 16 hrs, una vez concluido este paso el cultivo se
empastillé a 6,000 rpm por 15 min a 4°C. Las células se procesaron para la
obtenciéon del plasmido usando el kit Mega de (Qiagen) de acuerdo a las

instrucciones del proveedor.

6.5. Realizacién de ensayos funcionales para evaluar la actividad de los

promotores.

6.5.1. Transfeccién por electroporacion. Trofozoitos de E. histolytica fueron
incubados por 15 minutos en hielo. Posteriormente el cultivo se empastillo a
1500 rpm por 5 min a 4° C, el sobrenadante se decant6. Posteriormente la
pastilla fue resupendida en CITOMIX incompleto (buffer [KCI 120 mM, CaCl;
0.15 mM, KoHPO4/KH,PO4 10 mM pH 7.5, Hepes 25 mM, EGTA 2 mM, MgCl2 5
mM, final pH 7.8-7.9], para después centrifugar a 1500 rpm por 5 min a 4° C, el
sobrenadante se decanté y por ultimo se adiciono 0.8 ml de CITOMIX completo
el cual contiene 0.030g ATP (2 mM) y 0.036g de glutation (5 mM) de tal forma
que se resuspendié una concentracion de 4 x1 0° trofozoitos por ml. Por otro
lado se agregaron 40 pg del plasmido en cuestion a cada celda de
electroporacion. Antes de la electroporacion se adicionaron 3.0 pl de DEAE-
dextran (1mg/ml) a la suspension de células y estas fueron mezcladas por
inmersion, 800 pl de las células resuspendidas en CITOMIX completo, DEAE-
dextran se agregaron a cada celda de electroporacién que contiene el
plasmido. Por ultimo la suspension se mezclo para obtener una suspension de
amibas y ADN. Las condiciones de electroporacion fueron 25 pF, 1200V/cm y
un pulso constante de 9.7 — 10.6 msec. Las células se recuperaron en 11 ml de
medio TYI-S-33 que contenia E-64c (8 pM).

42



6.5.2. Transfeccion por lipofeccion. 200,000 trofozoitos de E. histolytica de la
clona HMIIIMSS se sembraron en placas de 6 pozos el dia previo a la
transfeccion. Las construcciones plasmidicas (10 pg) obtenidas se
transfectaron, utilizando el reactivo Superfect (Qiagen) en una relacion 1:1.
Para ello el DNA y el Superfect se incubaron 10 min en 100 pl de medio M199
(Invitrogen, CA) suplementado con cisteina 5.7 mM, &cido ascérbico 1 mM,
HEPES 25 mM pH 6.8. Posteriormente, los trofozoitos adheridos a la placa se
lavaron con 4 ml de medio M199 y se les agregaron 8C0 pl de medio M199
suplementado con Suero Bovino al 15%. A cada uno de los pozos se les
agreg6 la mezcla DNA-Superfect y se incubaron durante 3 hrs a 37°C. Al cabo
de ese tiempo las células se enfriaron y se recuperaron en tubos que contenian
10 ml medio de cultivo TYI-S-33 y el inhibidor de proteasa E-64c (8 uM) se
incubaron por 18, 24 6 48 hrs. A continuacion éstas fueron cosechadas para

determinar su actividad.
6.6. Ensayo de luciferasa

6.6.1. Preparacion de lisado celular: Las células transfectadas se cosecharon
por centrifugacion, se eliminé el medio de cultivo cuidadosamente. Las células
se lavaron una vez con PBS (NaCl 140mM, KCI 2.7 mM, NaxPOs 8 mM,
KH,PO4 8 mM, pH6.8). Se centrifugaron a 5000 rpm por 5 min para eliminar el
PBS y posteriormente se adicionaron 100 ul de buffer de lisis (NaEDTA 2mM,
fosfato de potasio 0.1 M pH 7.8, Triton X-100 1%y DTT 1mM) que contenia E-
64 (75 uM) y Leupeptina (0.75 pM) para cubrir toda la pastilla y se
resuspendié con vortex. La suspension se incubé durante 30 min en hielo. Una
vez concluido el tiempo de incubacién se centrifugaron a 14,000 rpm por 5 min
y se obtuvieron los sobrenadantes. Para por ultimo se depositar 20 pl de cada

uno de los lisados en una placa 96 pozos para luminémetro.
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6.6.2. Medicion de luciferasa. El lisado de células transfectadas se adicion6 a
la placa de 96 pozos posteriormente se agregé 100 pl del reactivo de luciferasa
KTME ( 100 mM Tricina pH 7.8, 10 mM MgSO4 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 50
mM D-luciferina y 200 mM ATP). Antes de iniciar el ensayo se programé el
luminémetro con una mediciéon de dos segundos de demora seguida de una
medicién de 10 segundos para cuantificar la actividad de luciferasa. El tiempo

de lectura se modific6 en caso de no encontrar suficiente quimioluminiscencia.

6.7. Deteccion del transcrito del gen de luciferasa. Para determinar la
presencia de los transcritos del gen de /uciferasa se realizaron ensayos de RT-
PCR, esto con la finalidad de conocer si el gen de luciferasa se encontraba en
E. histolytica.

6.7.1. Reaccion de retrotranscripcion

6.7.2. Extraccion y cuantificacion de RNA total. La extraccion del RNA total
de las células transfectadas con las distintas construcciones se realizé
utilizando el reactivo comercial TRizol (Invitrogen). La extraccién se realizé
segun el protocolo sugerido por el proveedor, para ello las células se
cosecharon y se lavaron con PBS como anteriormente se describi6. A la
pastilla obtenida se le agregaron 200 ul de TRizol y se incubé durante 5 min.
Posteriormente se le agregaron 300 pl de cloroformo. Después de mezclar por
inmersion suave para homogenizar, se incubé durante 3 min a temperatura
ambiente. Se centrifugd a 8,000 rpm durante 5 min para obtener la fase
acuosa, que es donde se encuentra el RNA. La fase acuosa se precipité con
400 pl isopropanol y se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugd a 8,000 rpm durante 15 min a 4° C para precipitar
el RNA. Finalmente, la pastilla se secé durante 10 min a temperatura ambiente
y se resuspendié en 100 pl de agua libre de ribonucleasas tratada con DEPC al
0.1%. El RNA se cuantific6 en un espectrofotometro (Nanodrop, Thermo

Scientific) y se visualiz6 en un gel de agarosa al 1.5% en TBE 1X.



6.7.3. Sintesis de la cadena complementaria de DNA (cDNA). Para
amplificar fragmentos de los genes reporteros de luciferasa y renilla se
disefiaron oligonucleotidos especificos para cada gen, como control de carga
se incluy6 al gen 25sRNA, la secuencia de los oligonucleé6tidos empleados se
muestran en la Tabla 7. Se utilizaron de 250 a 500 ng de RNA total, los cuales
se trataron con 2.5 pl DNasa (Invitrogen) a 37°C por 30 min. Finalizado el
tratamiento se adicioné la solucién de paro y se incubé a 65°C por 10 min para
desactivar a la enzima. La reaccion de RT-PCR se realizé utilizando el kit one
step RT-PCR con platinum Taq (Invitrogen) para ello se colocaron por cada
tubo de reaccion: 25 ul de buffer de reaccién 2X, 20 pmoles de cada uno de los
oligonucledtidos, 1 pl RT/ PlatinumR Tag Mix todo en un volumen de 50 pl. La
mezcla se incubd a 45°C durante 30 minutos para posteriormente realizar la
reaccion de amplificacion utilizando las  siguientes  condiciones:
desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 minutos y 35 ciclos que consistieron en
94°C por 30 s, 56°C por 45 s y 68°C por 45 s y una extension final a 68°C por
10 min. Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa 1.5% en TBE

1X y se visualizaron en un fotodocumentador (Bio-Rad).

Tabla 7. Oligonucleétidos empleados en la RT-PCR

Gen Oligonucleétido Fragmento
amplificado

Luciferasa 550 pb

Luciferase forward 5-CGCCCTGGTTCCTGGAAC-3’

Luciferase reverse 5'-GAGAATCTCACGCAGGCAGTT-3’

Renilla 100 pb

Renilla forward 5-TGGTGGGCCAGATGTAAACA-3’

Renillare reverse 5'-AGAGGCCGCGTTACCATGTA-3’

25sRNA 200 pb

RIBOSOMALfor 5-GCGGACGGCTCATTATAACA-3

RIBOSOMALrev 5-ATTGTCGTGGCATCCTAACTC-3
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6.8. Inmunodeteccion

Para analizar la presencia de la proteina luciferasa en los extractos proteicos
de las células transfectadas se hicieron ensayos de inmunodeteccion en fase
sblida. Para ello cantidades normalizadas de los lisados celulares fueron
sometidos a electroforesis en una unidad para geles verticales (BioRad)
utilizando un gel de poliacrilamida-SDS al 10% en condiciones
desnaturalizantes. Las muestras se diluyeron 1:2 en soluciéon de carga de
Laemmli (Tris-HCI 62.5 mM pH 6.6, glicerol 25%, SDS 2%, B-mercaptoetanol
2%, azul de bromofenol 0.01 %). Las muestras se hirvieron durante 5 min y se
cargaron en los geles. Los geles se transfiieron a membranas de PVDF
ImMobilion (Millipore Corporation, Bedford MA) de acuerdo al protocolo descrito
por Towbin (1979). Posteriormente, se incubaron con los anticuerpos anti-
luciferasa (PROMEGA) diluido 1:5000 como anticuerpo primario y como
anticuerpo secundario 1:20,000 (anti-chivo marca Millipore). Se incluyé como
control un anticuerpo anti-actina diluido 1:25,000 como anticuerpo primario y
anti-raton diluido 1:9,000. La deteccién se realiz6 utilizando el sistema

luminiscente ECL (Amersham Life Science)
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7. Resultados

7.1. Analizar si la secuencia TATCCA es reconocida por proteinas

nucleares obtenidas de trofozoitos de Entamoeba histolytica.

La secuencia de reconocimiento al factor de transcripcién c-Myb candnica
"I°’AAC®/"G ha sido utilizada para caracterizar a proteinas que contienen el
dominio de unién a DNA MYB de diferentes organismos desde mamiferos
hasta plantas y protozoarios (Ness et al., 1999; Jin et al., 1999; Boschet et al.,
2004). Como ya se ha mencionado, el analisis in silico realizado por Helios
Cardenas (2008), en su tesis de maestria, demostré que ésta secuencia se
encuentra presente en las regiones rio arriba del sitio de inicio de la traduccion
(ATG) de 226 promotores de genes de E. histolytica. Asi mismo, la secuencia
TAACGG fue reconocida especificamente por la proteina recombinante
EhMyb10r (Meneses, 2010) por lo que en este trabajo fue utilizada como

control.

Otra secuencia de nuestro interés, es la secuencia TATCCA que se encuentra
en el promotor a-Amilasa de O. sativa la cual también se buscé en las regiones
5’ rio arriba del ATG de genes de E. histolytica (Cardenas, 2008). El analisis
identificé a ésta secuencia en 117 genes de este parasito entre los que se
encuentran 9 genes de respuesta a estrés. Esta secuencia ha sido descrita
hasta ahora sélo en promotores de plantas y se ha encontrado que participa en
la regulacion de genes de respuesta a estrés por inanicion como el gen de la a-
Amilasa de Orysa sativa (Lu et al., 1998). La presencia de ésta secuencia en
los promotores de E. histolytica podria tener relevancia en la regulacion de la
expresion de genes involucrados en algun evento de estrés. Para analizar si
proteinas nucleares de E. histolytica reconocen las secuencias analizadas en
las busquedas in silico, realizamos ensayos de unién DNA-proteinas (EMSA)
utilizando el oligonucleétido Mim-1 que contiene el ERM canoénico TAACGG y
el oligonucledtido que contiene el ERM TATCCA. Este ensayo se llevé a cabo
utilizando extractos nucleares de E. histolytica y las sondas antes descritas. De
manera interesante al utilizar el oligonucleétido Mim-1, el cual contiene la
secuencia ERM canodnica, obtuvimos un complejo DNA-proteina el cual se

muestra en figura la 9 (carril 2). Para verificar si este complejo era especifico se
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realizaron ensayos de competencia utilizando un exceso molar de 100 veces
de los oligonucledtidos Mim-1, Mim-1M (oligonucleétido que contiene la
secuencia consenso mutada, GCCAGGT) y Sp? (oligonucledtido no
relacionado). EI complejo DNA-proteina se compitié eficientemente con el
exceso molar del oligonucleétido Mim-1 (Véase figura 9, carril 3) y no se
compitié con la sonda que contenia el ERM mutado (Mim-1M) (Véase figura 9,
carril 4); esto se debe a que las bases mutadas (TAA --->GCC) son relevantes
en la interaccion DNA-proteina. Por otro lado no se observé competencia
cuando se utilizé el competidor no relacionado Sp1 (Véase figura 9, carril 5). El
resultado de este ensayo nos permite concluir que existen proteinas en los
extractos nucleares de E. histolytica que reconocen la secuencia canoénica
TAACGG de manera especifica. Dado que ésta secuencia también es
reconocida por la proteina recombinante EhMyb10r; podemos inferir que las
proteinas EhMybR2R3 presentes en los extractos nucleares probablemente
estén reconociendo ésta secuencia, sin embargo se requieren anticuerpos

especificos contra éstas proteinas para afirmar ésta observacion.
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a) Competidores

Mim-1
Mim-1M
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2 Q
= - n
1 2 3 4 5
ttaTAACGGtt
b)

MRE canonico w AACnGh

Mim-1 acacattaTAACGGTtttttage

Mim-1M acacattaGCCAGGTtttttagc

Spt ctagattcgatcggggcggggcgage

Figura 9. Ensayo de union a DNA-proteina utilizando extractos nucleares de E.
histolytica y como sonda a la secuencia Mim-1. a) Ensayo EMSA. 1) Sonda libre, 2)
Formacion de complejo DNA-proteina, 3) Competencia con exceso molar de 100
veces del oligonucledtido de Mim-1, 4) Competencia con exceso molar de 100 veces
del oligonucleotido de Mim-1M, 5) Competencia con exceso molar de 100 veces del
oligonucleétido inespecifico Sp7. b) Oligonucledtidos utilizados donde se muestra la
secuencia MRE consenso y las secuencias de los oligonucleétidos Mim-1, Mim-1M 'y
Sp1.La flecha senala el complejo DNA-proteina.

49



De igual forma se realizé el andlisis de la secuencia TATCCA del promotor o-
amilasa por medio de ensayos de union a DNA-proteina (EMSA) utilizando
también extractos nucleares de E. histolytica y el oligonucleétido TATCCA. De
manera interesante se identificod un s6lo complejo (Véase figura 10, carril 2) al
igual que en el ensayo con la sonda Mim-1 (Véase figura 10, carril 5). El
complejo observado fue competido con un exceso molar de 100 veces del
oligonucledtido especifico TATCCA (Véase figura 10, carril 3). De manera
relevante el complejo obtenido con ésta secuencia también se compitié con un
exceso molar de 100 veces del oligonucleétido Mim-1. Este resultado nos
indica que la secuencia TATCCA esta relacionada a la secuencia Mim-1 y que
probables proteinas con dominio de unién a DNA MYB podrian reconocerla.
Estas proteinas podrian ser las que pertenecen a la familia EnMybSHAQKYF
ya que proteinas que pertenecen a ésta familia reconocen dicha secuencia en
plantas, como es el caso de la proteina OsMyb1 de O. sativa (Lu et al., 1998).
Por otro lado no se observd competencia cuando se utilizaron los
oligonucleétidos Mim-1M, TATCCA-M (GCGCCA) lo que nos habla de que
las bases mutadas de estos oligonucleétidos intervienen en la interaccion DNA-
proteina (Véase figura 10, carril 4). También, se realizaron competencias con
el mismo exceso molar del oligonucle6tido de Sp1 como competidor no
relacionado (Véase figura 10, carril 7). Con estos ensayos corroboramos que
las secuencias TAACGG y TATCCA, identificadas in silico en los diferentes
promotores de genes de E. histolytica, son reconocidas por proteinas nucleares

del parasito y que podrian estar relacionadas con las proteinas EhMyb.
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Mim-1M acacattaGCCAGGTtttttage
TATCCA ctagtctTATCCAaaa
TATCCA-M ctagtctTCGCCAaaa
Spil ctagattcgatcggggcggggegage

Figura 10. Ensayo de union a DNA-proteina utilizando extractos nucleares de E.
histolytica y como sonda a la secuencia TATCCA. a) Ensayo EMSA. 1) Sonda
libre, 2) Formacion de complejo DNA proteina, 3) Competencia con exceso molar de
100 del oligonucledtido de TATCCA, 4) Competencia con exceso molar de 100 del
oligonucledtido de TATCCA-M, 5) Competencia con exceso molar de 100 veces del
oligonucledtido de Mim-1, 6) Competencia con exceso molar de 100 veces del
oligonucledtido de Mim-1M, 7) Competencia con exceso molar de 100 veces del
oligonucleétido inespecifico Sp7.b) Oligonucleotidos utilizados donde se muestra la
secuencia MRE consenso y las secuencias de los oligonucleotidos Mim-1, Mim-1M,
TATCCA, TATCCA-M y Sp1. La flecha senala el complejo DNA-proteina.
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Como se habia mencionado anteriormente, dado a que no se tienen
anticuerpos contra las proteinas EhMyb de E. histolytica, se llevd a cabo un
experimento con extractos proteicos de bacterias en la que se indujo la
produccion de las proteinas EhMyb10r, que pertenece a la familia EnMybR2R3
y la proteina EhMybS3r miembro de la familia EhMybSHAQKYF. La finalidad
de este ensayo fue conocer si a la secuencia TATCCA se pueden unir las
proteinas de la familia EhMybR2R3 o de la familia EhMybSHAQKYF. Para el
ensayo de retardamiento se utilizd a la sonda TATCCA y proteinas de extractos
crudos provenientes de bacterias transformadas con el plasmido pGEX-
EhMyb10r y bacterias transformadas con el plasmido pGEX-EhMybS3r. Como
control negativo se utilizaron extractos bacterianos que sélo expresan a la
proteina GST. Cabe mencionar que se utilizaron extractos bacterianos ya que
hasta el momento no se tiene una proteina recombinante totalmente purificada.
En la figura 11 podemos observar el resultado de este ensayo. Como se puede
apreciar en el carril 1, que corresponde al control de GST, no hay formacion de
complejos; en el carril 2 donde se utilizo la proteina EhMyb10r tampoco hubo
formacion de complejos DNA-proteina. Sin embargo, al agregar el extracto
proteico de la proteina inducida EhMybS3r se puedo apreciar la formacion de
un complejo DNA-proteina (Véase figura 11, carril 3). Con este experimento
podemos sugerir que la secuencia TATCCA podria estar siendo reconocida
por proteinas EhMybSHAQKYF; sin embargo, es necesario contar con
proteinas purificadas asi como anticuerpos que nos permitan aseverar ésta

observacion.
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Figura 11. Ensayo de union a DNA utilizando extractos bacterianos que expresan
a la proteina recombinante EhMyb10r (Familia EhMybR2R3) y a la proteina
EhMybS3r (Familia EnMybSHAQKYF) con el oligonucleétido TATCCA. Extractos
de bacterias que sobreexpresan a las proteinas 1) GST, 2) EhMyb10r y 3) EnMybS3r.
La flecha senala el complejo DNA-proteina.
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7.2. Evaluacion de la funcionalidad de la secuencia TATCCA en la actividad del
promotor del gen HSP100 de E. histolytica

Para evaluar la funcionalidad de la secuencia TATCCA en la actividad del
promotor del gen HSP100 de E. histolytica fue necesario implementar un
sistema de genes reporteros que nos permitiera medir la actividad de algunos
promotores de genes de E. histolytica. Para ello se utilizaron los vectores:
pGL3-Basic y pRL-null que contienen la secuencia que codifica para Luciferasa
y Renilla, respectivamente (véase figura 8). Ya que para que se expresen los
genes reporteros Luciferesa, CAT o GFP en este parasito es necesario
clonarles sefales de poliadenilacion propias de genes amebianos,
primeramente se sustituy6 la sefal de poliadenilacién del virus SV40 de los
vectores pGL3-Basic y pRL-null con la regién 3' UTR del gen de actina de E.
histolytica. Para ello se amplificé un fragmento de 600 pb que corresponde al
3" UTR del gen de actina utilizando como molde al plasmido pA5°A3"CAT
(Nickel et al., 1994). EI amplicon de 600 pb que corresponde al 3° UTR de
actina fue analizado en un gel de agarosa al 1%, en el cual se observa al
producto de 600 pb que corresponde al tamafo esperadc (Véase figuras 12 y
13). Una vez obtenido el amplicon se procedio a la digestion de éste, junto a los
plasmidos pGL3-Basic y pRL-null. El producto de la digestion enziméatica se
visualizd6 en un gel de agarosa al 1% (Véase figuras 12b y 13b). Estos
productos digeridos fueron purificados y cuantificados para llevar a cabo la
ligacién y la transformacién de células DH-5a. Los candidatos obtenidos fueron
sometidos a restriccion con las enzimas BamH| y Xbal y analizados mediante
un gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio. En este andlisis se
observo la liberacion del inserto de 600 pb correspondiente al 3'UTR del gen
de actina (Figuras 12c y 13c). De ésta forma se obtuvo un candidato para la
construccion realizada en el vector pRL-null y 3 candidatos en el vector pGL3-
Basic. Todos los candidatos fueron secuenciados para verificar la secuencia
del 3'UTR de actina en las clonaciones (Véase figuras 12 y 13). A los vectores

asi obtenidos se les nombré pGL3-3°A y pRL-null-3°A.
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Figura 12. Clonacion del fragmento de 600 pb del 3'UTR del gen de actina de E.
histolytica en el vector pGL3-Basic. a) Amplificacion del fragmento de 600 pb del
3'UTR del gen de actina. 1) Marcador de talla molecular de 1kb. 2) y 3) Amplicon del
fragmento de 600 pb del 3'UTR de actina. b) Restriccion del vector pGL3-Basic e
inserto del 3'UTR de actina. 1) Marcador de talla molecular. 2} Fragmento del 3'UTR
de actina. 3) Vector pGL3-Basic restringido. c¢) Andlisis de restriccion del DNA
plasmidico de colonias candidatas de clonacion. 1) Marcador de talla molecular de
1Kb, 2, 3 y 4) DNA plasmidico que libera el inserto de 600 pb del 3'UTR del gen de
actina. d) Electroferograma de secuenciacion de una clona candidata. e) Alineamiento
de la secuencia obtenida en la secuenciacion y la secuencia del 3'UTR del gen de
actina obtenida de la base de datos Pathema Entamoeba.
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Figura 13. Clonacion del fragmento de 600 pb del 3'UTR del gen de actina de E.
histolytica en el vector pRL-null. a) Amplificacion del fragmento de 600 pb del
3'UTR del gen de actina. 1). Marcador de talla molecular de 1kb, 2 y 3). Amplicon del
fragmento de 600 pb del 3'UTR de actina, b) Restriccion del vector pRL-null e inserto
del 3'UTR del gen de actina. 1) Marcador de talla molecular, 2). Fragmento del 3'UTR
del gen de actina 3). Vector pRL-null restringido. c) Analisis de restriccion del DNA
plasmidico de colonias candidatas de clonacion. 1) Marcador de talla molecular de
1Kb, 2,3 y 4) DNA plasmidico que libera inserto de 600 pb. d) Electroferograma de
secuenciacion de una clona candidata. e) Alineamiento de la secuencia obtenida en la
secuenciacion y la secuencia del 3'UTR del gen de actina obtenida de la base de
datos Pathema Entamoeba.
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Una vez obtenidas y verificadas las construcciones de los plasmidos pGL3-3'A
y pRL-null-3'A, se continio con la implementaciéon del sistema de genes
reporteros. En ésta etapa se clonaron dos fragmentos del promotor del gen de
la adhesina Ehadh112, uno correspondiente a 469 pb y otro de 151 pb. Se
eligieron estas regiones debido a que ya han sido caracterizadas con el gen
reportero CAT. En este sistema se vio que la actividad transcripcional del
fragmento de 469 pb del promotor del gen EhAdh112 es alta y similar a la
actividad del promotor de actina y que la actividad del fragmento de 150 pb es
del 20% con respecto al fragmento de 469 pb (Azuara et al., 2004). Este
resultado indica que dentro de las 469 pb se encuentran los elementos
necesarios para la regulacion transcripcional del gen Ehadh112,
caracterizandolo como un promotor fuerte, y ademas que el fragmento de 151
pb es el promotor minimo (Azuara et al., 2004). Para la clonaciéon de éstas
regiones se disefaron y sintetizaron oligonucleétidos especificos con los sitios
de restriccion Xhol/Hindlll para amplificar los fragmentos de 469 pb y de 151
pb, utilizando como molde a la construccién p469CAT, la cual contiene ambos
fragmentos (Azuara et al., 2007). Estos fragmentos fueron clonados en el
vector pGL3-3°A que es el vector donde se analizé la funcionalidad de la
secuencia TATCCA. En el vector pRL-null-3"A se cloné la region de 150 pb con
la finalidad de tener una construccion que fue cotransfectada junto al vector
donde se analizaria la secuencia TATCCA y se planteo utilizarla para

normalizar la actividad obtenida por luciferasa. (Figuras 14,15y 16).
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Figura 14. Clonacion del fragmento de 469 pb del promotor del gen Ehadh112 de
E. histolytica en el vector pGL3-3"A. a) Amplificacion del fragmento de 469 pb del
gen Ehadh112. 1) Marcador de talla molecular de 1Kb, 2 y 3) Amplicon de 469 pb del
gen Ehadh112, b) Restriccion del vector pGL3-3"A 'y del fragmento del gen Ehadh112.
1) Marcador de talla molecular. 2) Vector pGL3-3’A restringido con las enzimas
BamHI/Hindlll, 3) Restriccion del fragmento del gen Ehadh112. c) Analisis de
restriccion del DNA plasmidico de colonias candidatas de clonacion. 1) Marcador de
talla molecular de 1Kb, 2, 3 y 4) DNA plasmidico que libera inserto de 469 pb. d)
Electroferograma de la secuencia de una clona candidata. e) Alineamiento de la
secuencia obtenida en la secuenciacion y la secuencia del promctor del gen Ehadh112
obtenida de la base de datos Pathema Entamoeba.
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pGL3-1503A4° ATACTAGTTTTGTTCTTGGTTATTACATARAGKTAAGAACTTTTTARTCAACARAGTCTC 60
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pEL3-1503A4° ATTAARATTARAATTGTTAATAACAAAAAGAACTAATAATTTATTATACARAGATAATAA 120

Promotor ATTAAAATTARAATTGTTAATAACAARAAGAACTAATAATTTATTATACARAGATAATAA 120
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Figura 15. Clonacioén del fragmento de 150 pb del promotor del gen Ehadh112 de
E. histolytica en el vector pGL3-3'A. a) Amplificacién del fragmento de 150 pb del
gen de la Ehadh112. 1) Marcador de talla molecular de 1Kb, 2 y 3) Amplicon de 150
pb del gen Ehadh112. b) Restriccion del vector pGL3-3'A y del fragmento del gen
Ehadh. 1) Marcador de talla molecular, 2) Vector pGL3-3A restringido 3) Restriccion
del fragmento del gen Ehadh112. c) Andlisis de restriccion del DNA plasmidico de
colonias candidatas de clonacion. 1) Marcador de talla molecular de 100 pb, 2, 3 y 4)
DNA plasmidico que liberan el inserto de 150 pb. d) Electroferograma de
secuenciacion de clona candidata. e) Alineamiento de la secuencia obtenida en la
secuenciacion y la secuencia del promotor del gen de la adhesina obtenida de la
base de datos Pathema Entamoeba.
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Figura 16. Clonacion del fragmento de 150 pb del promotor del gen Ehadh112 de
E. histolytica en el vector pRL-null. a) Amplificacién del fragmento de 150 pb del
gen de la Ehadh112. 1). Marcador de talla molecular de 1Kb, 2 y 3) Amplicén de 150
pb del gen Ehadh112, b) Restriccion del vector pRL-null y del fragmento del gen
Ehadh112. 1) Marcador de talla molecular, 2) Vector pRL-null restringido. 3)
Restriccion del fragmento del gen Ehadh112. c) Andlisis de restriccion del DNA
plasmidico de colonias candidatas de clonacién. 1) Marcador de talla molecular de
100 pb, 2,3 y 4) DNA plasmidico que libera inserto de 150 pb. d) Electroferograma de
la secuenciacion obtenida de la clona candidata. e) Alineamiento de la secuencia
obtenida en la secuenciacion y la secuencia promotor del gen de la Ehadh112
obtenida de la base de datos Pathema Entamoeba.
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Debido a que el segundo objetivo planteado en este trabajo de investigacion
fue analizar funcionalmente a la secuencia TATCCA, se seleccion6 el promotor
del gen HSP100 de E. histolytica (Véase figura 17), el cual contiene a esta
secuencia. La eleccion de este promotor se basé en el andlisis in silico
realizado por Cardenas (2008), en donde el encontré6 que este gen posee el
elemento de reconocimiento a MYB (TATCCA) a -285 pb ri6 arriba del sitio de
inicio de la traduccion (ATG), ademas de que este elemento se encuentra en el
contexto de un promotor y cuenta con una caja TATA ubicada a -44 pb (Figura
17). Otra caracteristica tomada en cuenta es que este promotor ya ha sido
parcialmente caracterizado por el grupo de Bernes (2005), el cual encontr6 que
cuando trofozoitos de E. histolytica es sometida a estrés calérico de 42° C el
gen HSP100 se sobre expresa. Para llevar a cabo el ensayo funcional se
obtuvieron las construcciones pGL3-HSP100-2853°A, la cual posee 285 pb rio
arriba del ATG del gen HSP100 vy la construccién pGL3-HSP100-2603°A, la
cual posee 260 pb rio arriba del ATG del gen, HSP100 en la cual se deleté la
secuencia TATCCA (Figura 17). Para ambas construcciones se amplificé el
promotor del gen de Hsp700 usando como molde DNA gendmico. La secuencia

de oligonucleétidos empleados se muestran en la Figura 17.

G

GTC
ST NS
TACATGAA
SRR

AACCATA

TGGATCCAAJ

Figura 17. Secuencia nucleotidica del promotor del gen HSP100 de E. histolytica.
En negritas se encuentra la ERM TATCCA, subrayado se encuentran las secuencias
que se utilizaron para el disefio de los oligonucleotidos que se utilizaron para amplificar
el promotor del gen y en la caja se muestra su posible caja TATA.
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Figura 18. Clonacion del fragmento de 285 pb del promotor del gen HSP100 de E.
histolytica en el vector pGL3-3"A. a) Amplificacién del fragmento de 285 pb del gen
HSP100. 1). Marcador de talla molecular de 100 pb. 2 y 3). Amplicon de 285 pb del
promotor del gen HSP100. b) Andlisis de restriccion del DNA plasmidico de colonias
candidatas de clonacion. 1) Marcador de talla molecular de 100 pb. 2,3 y 4) Colonias
que liberaron el inserto de 285 pb. c¢) Electroferograma de la secuenciacion obtenida
de la clona candidata. d) Alineamiento de la secuencia obtenida en la secuenciacion y
la del promotor del gen HSP100 obtenida de la base de datos Pathema Entamoeba.
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Figura 19. Clonacién del fragmento de 260 pb del promotor del gen HSP100 de
E.histolytica en el vector pGL3-3"A. a) Amplificacion del fragmento de 260 pb del
gen HSP100. 1). Marcador de talla molecular de 100 pb. 2 y 3}. Amplicon de 285 pb
del gen HSP100, b) Andlisis de restriccion del DNA plasmidico de colonias candidatas
de clonacion. 1) Marcador de talla molecular de 100 pb. 2,3 y 4) Colonias que
liberaron el inserto de 260 pb. ¢) Electroferograma de la secuenciacion obtenida de la
clona candidata. d) Alineamiento de la secuencia obtenida en la secuenciacion y la del
promotor de 260pb del gen HSP100 obtenida de la base de datos Pathema
Entamoeba.
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Figura 20. Representacion esquematica de las construcciones realizadas para la
implementacion del sistema de vectores reporteros. a) Se muestran las
construcciones que tienen el gen reportero de luciferasa y que fueron utilizadas como
control de estandarizacion del sistema de genes reportercs. b) Construcciones
utilizadas para evaluar la funcionalidad del ERM TATCCA en E. histolytica. c)
Construcciones que contienen al gen de Renilla que serviran para la normalizacion de
luciferasa en el sistema de reporteros.



Obtenidas las construcciones pGL3-3'A, pGL3-150-3'A y pGL3-469-3°A, se
iniciaron los ensayos de transfeccion mediante electroporacion de trofozoitos
de E. histolytica. Primeramente se llevé a cabo un ensayo para determinar la
eficiencia de transfeccion utilizando el plasmido pKT-GFPS5, ya que éste tiene
clonado el gen que codifica para la proteina Rab, fusionada a la proteina
fluorescente GFP (Saito ef al., 2005). Las células transfectadas se cosecharon
48 hrs post-transfeccion y se evalu6 la eficiencia de transfeccion mediante el
uso de microscopia confocal. Para el primer ensayo de eficiencia de
transfeccion se utilizaron las condiciones de electroporacion reportadas por
Purdy (1995) con el gen reportero CAT las cuales consisten en utilizar 2.8x10°
trofozoitos y dar dos pulsos de 1200 Volts y 25 yF. Con éstas condiciones se
obtuvo una eficiencia de transfeccion del 100%, sin embargo la viabilidad
celular fue muy baja (menor al 20%. (Véase figura 21). La figura 21 muestra la
expresion de la proteina Rab fusionada a GFP que nos indica que las amibas
estan siendo transfectadas, sin embargo, se observa poca viabilidad celular.

Figura 21. Eficiencia de transfeccion de trofozoitos de E. histolytica utilizando al
plasmido pKT-GFPS5. Microscopia confocal 60X con parasitos adheridos en laminillas
fijados con paraformaldehido al 4%. a) Imagen en campo claro (Nomarski) de amibas
sin transfectar. b) Contraste de fases de amibas sin transfectar. ¢) Imagen en campo
claro (Nomarski) de amibas de amibas transfectadas con el plasmido pKT-GFP5. d)
Contraste de fases de amibas transfectadas con el plasmido pKT-GFP5.
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Debido a la poca viabilidad celular obtenida en los ensayos, las condiciones del
protocolo de transfeccion se modificaron. Estos cambios consistieron en
aumentar el nimero de células a 4x10° y disminuir el voltaje de 1200 a 500
Volts de acuerdo a lo reportado por Singh (1997). Con estas condiciones se
obtuvo una eficiencia de transfecciéon del 100%, asi como una mejoria
considerable en la viabilidad celular. Lo cual indica que éstas son 6ptimas para

llevar a cabo las transfecciones (Figura 22).

Figura 22. Eficiencia de transfeccion de trofozoitos de E. histolytica utilizando al
plasmido pKT-GFP5. Microscopia confocal 60X con parasitos adheridos en laminillas
fijados con paraformaldehido al 4%. a) Imagen en campo claro (Nomarski) de amibas
sin transfectar. b) Contraste de fases de amibas sin transfectar. ¢) Imagen en campo
claro (Nomarski) de amibas de amibas transfectadas con el plasmido pKT-GFP5. d)
Contraste de fases de amibas transfectadas con el plasmido pKT-GFP5.
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Previo al ensayo de luciferasa en amiba, se hizo una curva de concentracion de
proteina luciferasa recombinante (promega), esto con la finalidad de conocer la
eficiencia y sensibilidad del equipo al cuantificar concentraciones crecientes de
la proteina. Para llevar a cabo la curva, primeramente, se realiz6 la dilucion 1:3
del stock de la proteina luciferasa recombinante a partir de la cual se llevaron a
cabo diluciones seriadas, de tal forma que la concentracion de la proteina
recombinante fue de 0.03, 0.3, 3 y 33 pg/ul (Véase figura 23). El equipo
Fluoroskan Ascente FL detecté a la proteina luciferasa a partir de una
concentracion de 0.03 ug/ul, mientras que las unidades maximas de luciferasa
se observaron a una concentraciéon de 33 upg/ul. Posterior a ésta primera
prueba se realizé un ensayo de sensibilidad utilizando extractos citoplasmaticos
de células MDCK transfectadas con el plasmido pXP2-CD1 que contiene al gen
reportero de luciferasa, bajo el control del promotor del gen de ciclina D1
humana, con ello evaluamos el funcionamiento del equipo al cuantificar la
expresion de luciferasa en estos extractos celulares (Figura 23b). Para realizar
la prueba de cuantificacion de la expresion de luciferasa se utilizaron las
concentraciones de 0.782, 1.56, 3.12, 6.25, 12.51 y 25.02 pg/ul de proteina. El
resultado de este ensayo muestra que el equipo fue capaz de detectar la
expresion de luciferasa a partir de una concentracién de 0.782 pg/ul de
proteina y que al utilizar la concentracion de 25.02 pg/ul se observa un

incremento maximo en las URL (Unidades Relativas de Luciferasa).
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Figura 23. Curva estandar de luciferasa recombinante. a) Curva estandar de
proteina luciferasa recombinante b) Curva de expresion de luciferasa en extractos
citoplasmaticos de células MDCK transfectadas con el plasmido pXP2-CD1 que

contiene al gen reportero de luciferasa, bajo el control del promotor del gen de la
ciclina D1 humana.
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Posteriormente, se transfectd el plasmido pTP4i con las condiciones de
transfeccion antes descritas. Se utilizd este plasmido ya que tiene clonado al
promotor al gen de luciferesa bajo el promotor de la lectina, que es un promotor
fuerte (Singh et al., 1998). Este plasmido fue donado gentiimente por la Dra.
Singh. Primeramente, se llevé a cabo una cinética de tiempo con la cual
analizamos diferentes tiempos de expresién de la luciferasa. Los tiempos que
se evaluaron fueron 12, 18 y 24 hrs. Los resultados de este experimento nos
muestran que la proteina luciferasa tiene un pico maximo de expresion a las 18
hrs y que este disminuye a partir de las 24 hrs (Figura 24). Con este ensayo
seleccionamos el tiempo de expresion de luciferasa de 18 hrs post
transfeccion. El tiempo de expresion maxima de la expresion de luciferasa
coincide con los datos reportados por Hamman (1995) y Gilchrist (1995), sin

embargo las actividades que obtuvimos fueron inferiores a las obtenidas por

ellos.
i
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Figura 24. Cinética de expresion de la proteina luciferasa en amibas
transfectadas con la construccion pTP4i. a) Representacion esquematica de la
construccion pTP4i utilizada como control en el ensayo de estandarizacion de la
transfeccion. Esta construccion se encuentra bajo el control del promotor del gen de la
subunidad hgl de la lectina. b) Actividad relativa de luciferasa de la construccion pTP4i.
Para cada ensayo se transfectdé por electroporacion 40 pg de la construccion
plasmidica en trofozoitos de E. histolytica. La actividad transcripcional se determiné a
diferentes intervalos de tiempo (12, 18 y 24 hrs) post-transfeccién.
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Al transfectar las construcciones pGL3-469-3°A, la cual contiene al promotor de
469 pb del gen Ehadh112 y la construccion sin promotor pGL3-3'A (Véase
figura 25). Encontramos que con las condiciones establecidas pudimos
determinar diferencias en la expresion de luciferasa entre la construccion que
contiene un promotor y la que no lo tiene; sin embargo los datos obtenidos
seguian siendo inferiores a los reportados por otros grupos. Para corroborar
que el gen de la luciferasa se estaba expresando, correctamente realizamos
ensayos de RT-PCR (Figura 25). Los ensayos de RT-PCR muestran que el gen
reportero de luciferasa se transcribe en E. histolytica. De manera interesante,
encontramos diferencias de expresion entre las construcciones pGL3-469-3°A,
y pGL3-3'A; sin embargo en el control negativo de la reaccion de
retrotranscripcion también se detecto el transcrito de luciferasa, lo cual indica
una contaminacion de DNA plasmidico. EI DNA plasmidico provenia de las
altas concentraciones de plasmido que se utilizan durante la transfeccién por
electroporacion de amibas (40 pg) y también demuestran que el plasmido ésta

siendo resistente a las digestion con la DNasa que utilizamos para tratar el
RNA.
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Figura 25. Deteccion del transcrito del gen de /uciferasa en amibas
transfectadas mediante electroporacion con la construcciones pGL3-469-3'A y
pGL3-3°A. a) Deteccion del RNAm de luciferasa 1) Marcador de talla molecular de 500
pb. 2) Control positivo del PCR. 3) Control negativo de PCR. 4) Transcrito del gen de
luciferasa de amibas transfectadas con la construccion pGL3-469-3°A que contiene al
con el promotor de 469 pb del gen Ehadh112. 5) Transcrito del gen de luciferasa de
amibas transfectadas con el vector vacio de luciferasa pGL3-3°A. 6) Control de amibas
sin transfectar. 7, 8 y 9) Control negativo de retrotranscripcion 4, 5 y 6. b) Control de
carga 25s RNA, amplificado bajo las mismas condiciones que gen de luciferasa. Las
flechas senalan la deteccion de los respectivos amplicones.
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Debido a las dificultades presentadas en los ensayos de transfeccion por
electroporacion descritos se decidié utilizar una nueva metodologia de
transfeccion de amibas por medio de lipofeccion, utilizando el reactivo
Superfect. Esta metodologia ya ha sido empleada en transfecciones estables
de trofozoitos para sobreexpresar diferentes genes como son HMGH1
(Abhyankar et al., 2008) y EhMybdr (Ehrenkaufer et al., 2009). Una de las
ventajas que posee el uso de lipidos sobre la electroporacion es que utiliza una
menor concentracion de DNA plasmidico (10 pg), asi como un menor nimero
de células. Para este ensayo primeramente, se realizdé una cinética de tiempo
con la cual evaluamos cual es el tiempo optimo de expresion de la proteina
luciferasa. Para ello, se transfectaron trofozoitos de E. histolytica con el
plasmido pGL3-469-3°A. Posteriormente las células se cosecharon a las 18, 24
y 48 hrs post-transfeccion. De manera interesante encontramos que el mejor
tiempo de expresion de la luciferasa se presenta a las 18 horas post-
transfeccion y que ésta actividad se ve disminuida a partir de las 24 hrs en un
30% con respecto al tiempo de 18 hrs (Véase figura 27). Para corroborar estos
resultados se llevo a cabo un ensayo de imunodeteccion en fase sélida en el
cual utilizamos extractos proteicos de E. histolytica transfectadas y el
anticuerpo policlonal anti-luciferasa (Véase figura 27). El resultado de la
inmunodeteccion revela la presencia de la proteina luciferasa (61 kDa) en los
extractos de amibas transfectadas con el plasmido pGL3-469-3°A, el peso
obtenido corresponde al peso de la proteina luciferasa recombinante, la cual
fue utilizada como control positivo. Sin embargo, también se detecté la
presencia de otra banda que corresponde a un peso molecular de 50 kDa lo
cual sugiere que la proteina luciferasa podria haberse degradando, debido a la
bateria litica que posee este parasito principalmente compuesta por proteasas.
Por lo que pusimos especial énfasis en incluir inhibidores de cistein proteasas

como E-64, tanto en la transfeccion como durante la lisis celular.
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Figura 26. Cinética de expresion de la proteina luciferasa en amibas
transfectadas por lipofeccién con las construcciones pGL3-469-3'A y pGL3-3'A.
a) Representacion esquematica de las construcciones utilizadas como control en el
ensayo de estandarizacion de la transfeccion. Las construcciones utilizadas fueron
pGL3-4693A la cual contiene un promotor fuerte y pGL3-150-3A que contiene un
promotor minimo. b) Actividad relativa de luciferasa de las construcciones analizadas.
Para cada ensayo se transfecto 10 pg de las construcciones plasmidicas en trofozoitos
de E. histolytica. La actividad transcripcional se determin6 a diferentes intervalos de
tiempo (18, 24 y 48 hrs) post-transfeccion. La actividad mostrada es el resultado de
tres experimentos independientes realizados por triplicado. La significancia estadistica
fue determinada por la prueba t- student con el programa Sigma Plot.
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Con ésta otra metodologia de transfeccién, realizamos la deteccion del el
transcrito del gen de la luciferasa. Se evalu6 a través de una cinética de
expresion para corroborar cual era mejor tiempo de expresion del gen
reportero. Para ello se probd el sistema a las 18 y 24 hrs. Como se puede
apreciar en la figura 27a y b el transcrito fue detectado a partir de las 18 hrs, sin
embargo, a las 24 hrs fue mas abundante. Con estos datos nosotros
especulamos que a partir de las 18 hrs la proteina luciferasa ya se encuentra
presente en los trofozoitos E.histolytica y que a las 24 hrs el gen reportero de
luciferasa se sigue transcribiendo, no obstante aunque el transcrito es mas
abundante a ese tiempo, la proteina es mas susceptible a la degradacion a las
24 hrs (Véase figura 27c). Fue por ello que seleccionamos el tiempo de 18 hrs

post- transfeccién para realizar los ensayos posteriores.
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Figura 27. Deteccion del transcrito del gen de luciferasa e Inmunodeteccion en
fase solida de la proteina luciferasa en trofozoitos transfectados por lipofeccion
con la construccion pGL3-469-3"A. a) Deteccion del RNAm de luciferasa en amibas
transfectadas. 1) Marcador de talla molecular de 1 Kb. 2) Control positivo de la PCR,
3) Control negativo de reaccion PCR, 4) Transcrito del gen de luciferasa de amibas
transfectadas con el fragmento del promotor de 469 pb del gen de la Ehadh11218
horas post-transfeccion, 5) Transcrito del gen de luciferasa de amibas transfectadas
con el fragmento del promotor de 469 pb del gen de la Ehadh112 24 horas post-
transfeccion, 6) Control de amibas sin transfectar, 7,8 y 9) Control negativo de la
retrotranscripcion RT- de los carriles 4,5 y 6. b) Control de carga 25sRNA, amplificado
bajo las mismas condiciones que el gen de luciferasa. Las flechas sefalan la deteccion
de los respectivos amplicones. ¢) Inmunodeteccion de la proteina luciferasa en amibas
transfectadas.
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Una vez que concluimos que se estaba llevando a cabo la transcripcion del
reportero de luciferasa realizamos los ensayos bajo éstas condiciones. En éste
se analizé la expresion del gen de luciferasa en la construccion pGL3-469-3°A
que se encuentra bajo el promotor de 469 pb del gen Ehadh112 y la
construccion pGL3-3'A que no posee ningun promotor (Véase figura 27). Con
este resultado concluimos que la expresion gen reportero de luciferasa bajo el
promotor Ehadh112 el cual contiene el fragmento de 469 pb es mas
abundante en comparacion con el transcrito detectado en la construccion que

no posee promotor.
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Figura 28. Deteccion del transcrito del gen de luciferasa en amibas transfectadas
por lipofeccion con las construcciones pGL3-469-3'A y pGL3-3"A. 1) Marcador
de talla molecular de 1 Kb, 2) Control positivo del PCR, 3 y 4) Control negativo del
PCR, 5) Transcrito del gen de luciferasa de amibas transfectadas con el promotor de
469 pb del gen de la Ehadh112, 6) Transcrito del gen de luciferasa de amibas
transfectadas con el vector vacio de luciferasa, 7) Control de amibas sin transfectar, 8,
9 y 10) Control negativo de retrotranscripcion carriles 5,6 y 7. b) Control de carga 25s
RNA, amplificado bajo las mismas condiciones que el gen de luciferasa. Las flechas
sefalan la deteccion de los respectivos amplicones.
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Una vez estandarizadas las condiciones ideales de transfeccion y deteccion de
luciferasa se llevo a cabo el andlisis funcional de la secuencia TATCCA. Para
ello se realizaron ensayos de transfeccion, donde se utilizaron las
construcciones pGL3-469-3'A que contiene el promotor fuerte del gen
Ehadh112, pGL3-150-3"A que contiene el promotor minimo del gen Ehadh112,
y pGL3-3A, que no posee promotor, como controles. Para evaluar el papel
funcional de la secuencia TATTCCA se transfectaron las construcciones pGL3-
HSP100-285-3°A que contiene el promotor de 285 pb del gen HSP100 y por
consiguiente posee a la secuencia TATCCA y por ultimc la construccion, en
donde se evaluo el efecto de la deleciéon de dicha secuencia pGL3-HSP100-
260-3"A.

El resultado de este experimento muestra una diferencia de actividad
transcripcional entre los promotores control, es decir que cuando se utiliza al
promotor fuerte de 469 pb la actividad transcripcional observada es 70% mayor
en relacion a la construccion que contiene al promotor minimo del gen
Ehadh112 (150 pb). Esta diferencia es significativa ya que el andlisis
estadistico arrojo un valor de p=0.00472 cabe mencionar que la significancia
estadistica es considerada cuando se obtiene un valor p<0.05 la prueba t-
Student. El andlisis del efecto de la secuencia TATCCA sobre la actividad del
promotor muestra que al deletar la secuencia TATCCA la actividad del
promotor del gen HSP100 se ve disminuida un 50% (pGL3-HSP100-260-3'A)
con respecto a la actividad de la construccion que contiene la secuencia la
secuencia TATCCA (pGL3-HSP100-285-3°A). Al realizar el analisis éstadistico
encontramos que el valor de p=0.012, lo cual indica que la diferencia es
significativa. Por consiguiente se demuestra que la secuencia TATCCA es

relevante para la actividad del promotor del gen HSP100.
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Figura 29. Analisis funcional del efecto de la delecion de la secuencia TATCCA
en la actividad del promotor HSP100. a) Representacidn esquematica de las
construcciones utilizadas en el ensayo de transfeccion. PGL3-HSP100-285-3'A que
contiene la secuencia TATCCA, pGL3-HSP100-260-3'A que tiene deletada la
secuencia TATCCA, y las construcciones pGL3-4693°A y pGL3-150-3'A utilizadas
como control b) Actividad relativa de luciferasa de las construcciones analizadas.
Para el ensayo se transfectaron 10 pg de las construcciones que contienen diferentes
fragmentos de los promotores de los gen HSP100 y EhAdh112. La actividad de
luciferasa ésta expresada como actividad relativa relacionada a la actividad de
luciferasa que presenté la construccion que contiene el promotor minimo (pGL3-150-
3’A). Cada barra corresponde a la actividad relativa de luciferasa, la desviacion
estdndar es representativa de tres experimentos independientes realizados por
triplicado. La significancia estadistica fue determinada por la prueba de t-Student con
el programa Sigma plot.
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8. Discusion

Entender los mecanismos celulares y moleculares que se llevan a cabo en el
parasito E. hystolitica a lo largo de su ciclo de vida es uno de los principales
retos en el estudio de la amibiasis. Para que estos mecanismos ocurran, E.
histolytica cuenta con una red de regulacion de la expresion génica la cual le
permite contar con proteinas adecuadas en un tiempo determinado, por lo que
uno de los niveles de regulacion de gran relevancia para este parasito debe ser
el control transcripcional. En el control transcripcional se involucran elementos
cis-acting como promotores, aumentadores, silenciadores, activadores sitio
especificos y elementos de regulaciéon en trans que invclucran a factores de
transcripcion que pueden tener funciones de activadores, represores,
coactivadores, correpresores y a proteinas modificadoras de la cromatina
(Tymms et al., 2000, Bernes et al., 2005).

El dominio de union a DNA MYB es el dominio mas abundante relacionado con
el control transcripcional en E. histolytica (Clark et al., 2007 e Yyer et al., 2007).
Hasta el momento se han descrito 34 proteinas que contienen este dominio y
que son potenciales factores de transcripcion los cuales podrian participar en el
control transcripcional del genoma de este parasito (Ehrenkaufer et al., 2009 y
Meneses et al., 2010). Para caracterizar su funcion como factores de
transcripcion e identificar las secuencias que reconocen en sus promotores
blanco se han utilizado diferentes estrategias. Una de éstas estrategias es la
utilizada por el grupo de Ehrenkaufer (2009), quien caracterizé a la proteina
EhMybdr, la cual pertenece a la familia Myb SHAQKYF. La estrategia utilizada
fue la sobre-expresién de la proteina EhMybdr y por medio de microarreglos se
identificaron los genes que modificaron su expresidbn en respuesta a la
sobreexpresién de ésta proteina. Posteriormente, se analizaron las regiones
promotoras de estos genes por medio del programa MEME en busca de
secuencias comunes y se observé que algunos de estos genes tenian
conservada la secuencia CCCCCC. Mediante ensayos de EMSA se corrobor6
que proteinas de extractos nucleares que sobre-expresaban a la proteina

EhMybdr reconocian ésta secuencia. Sin embargo, cabe mencionar que
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existen otros genes que modificaron su expresion y el analisis bioinforméatico
revelé otras secuencias que se encontraron conservadas en sus promotores y
que hasta el momento no han sido estudiadas. Una caracteristica importante
de las proteinas Myb SHAQKYF es que presentan en la tercer a-hélice del
repetido 3 una sustitucion del triptéfano por el motivo SiTHAQKY/eF el cual les
permite reconocer variaciones de la secuencia canénica (TAACgG) o bien
secuencias diferentes en los promotores de sus genes blanco. Es por ello que
nuestro grupo de investigacion plantea la existencia de otras secuencias que
pudieran ser reconocidas por miembros de la familia MYB SHAQKYF, ya que el
genoma de este pardsito contiene al menos 9 genes que codifican para

proteinas de ésta familia (Meneses et al., 2010).

Por otro lado, se han identificado algunas proteinas de la familia MYB
SHAQKYF en otros organismos tales como plantas, como es el caso de la
proteina OsMYB1 de Oriza sativa que reconoce a la secuencia TATCCA (Lu et
al., 1998), en algas como la proteina LCR1 de Chlamydomonas reinhardtii
(Yoshioka et al., 2004) y la proteina MybE en el organismo ameboide
Dictyostelium discoideum, la cual reconoce a la secuencia GGGGCGGG
(Fukuzawa et al., 2006 y Tsujioka et al., 2007).

En ésta tesis nos planteamos estudiar la secuencia TATCCA, la cual podria
estar involucrada en el control transcripcional de algunos genes de E.
histolytica. Basados en el analisis in silico realizado por Cardenas (2008), quien
encontré que la secuencia TATCCA se encuentra presente en 117 promotores
de genes que codifican para proteinas que participan en la transduccion de
sefales, la regulacion de DNA y RNA, en la traduccion, la respuesta al estrés
por choque térmico, la virulencia entre otros. Por otro parte, se tienen reportes
bibliograficos en donde la secuencia TATCCA tiene un papel relevante en la
regulacion del gen de la a-amilasa de Oriza sativa, cuando ésta es sometida a
estrés nutricional (Lu et al, 1998). Por lo que la secuencia TATCCA es
considerada como un elemento esencial en el control transcripcional en genes

del arroz.
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En E. histolytica se han llevado a cabo diferentes aproximaciones para el
estudio de secuencias, que pudieran ser relevantes en la regulacion
transcripcional. El grupo de Hackney (2007) ha optado por otras estrategias,
para deteminar la funcionalidad de secuencias, las cuales incluyen busquedas
de secuencias en promotores de genes que tienen un patron de expresion
comun en respuésta a una determinada condicion. Para ello se han analizado
los datos obtenidos por microaarreglos y mediante el uso de algoritmos
bioinformaticos identificaron motivos que se encuentran conservado en genes
que aumentaron su expresion en condiciones de choque térmico. Tal es el caso
de la secuencia #/TAAACCCT que se encuentra enriquecida en promotores de
genes ribosomales. También se identificaron otros motivos como son
GAATGATG, AACTATTTAAACAT®/'C y TGAACTTATAAACATC presentes en
las regiones promotoras genes de baja expresion. Ademas, demuestran que
proteinas de extractos nucleares de tofozoito de E. histolytica se unen de
manera especifica a éstas secuencias, sin embargo aun no se tiene la
identidad ni la caracterizacion de éstas proteinas. Este enfoque permite
conocer redes transcripcionales que pueden ser identificadas utilizando datos
de expresion (Hackney et al.,, 2007). Es importante mencionar que dos de las
secuencias encontradas (AMACTATTTAAACAT®/'C y TGAACTTATAAACATC)
en este estudio son muy similares a la secuencia TATCCA, ya que como se
puede apreciar ésta secuencia posee dos sustituciones con respecto a las
secuencias TAAACA y TATAAA. Todos estos antecedentes refuerzan la idea
del estudio de la secuencia TATCCA en E. histolytica (Hackney et al., 2007).

En este trabajo, inicialmente se determind si proteinas presentes en los
extractos nucleares de E. histolytica reconocian a la secuencia TATCCA, por
medio de ensayos EMSA. Con estos resultados corroboramos que la secuencia
TATCCA puede ser blanco de unién de posibles factores de transcripcion tipo
Myb. Sin embargo, para confirmar ésta aseveracion es necesario contar con
anticuerpos asi como con proteinas recombinantes purificadas, siendo una de
las limitantes que tuvimos para la realizacion de estos ensayos. Las proteinas
EhMyb son altamente hidrofébicas, es por ello que se ha la purificacion de una
proteina recombinante. A pesar de esta limitacion se disefio una nueva

estrategia para continuar con el estudio de ésta secuencia utilizando extractos
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crudos de bacterias que sobre-expresaron a las proteinas EhMyb10 (Familia
EhMybR2R3) y EhMybS3 (familia EhMybSHAQKYF) y como control negativo
un extracto crudo de bacterias que sobre-expresaron solamente a GST. Esto
ultimo debido a que ésta etiqueta se encuentra fusionada a las proteinas
inducidas utilizadas en estudio. Nuestros resultados mostraron la formacion de
un solo complejo cuando se utilizaron extractos crudos de bacterias que sobre-
expresaron a la proteina EnMybS3. Sin embargo, este no se observé cuando
se utilizaron extractos crudos de bacterias que sobreexpresan a las proteinas
EhMyb10 o GST. Con ésta observacion proponemos que las proteinas Myb
con motivo SHAQKYF podrian reconocer a la secuencia TATCCA, no obstante
todavia es necesario llevar a cabo otros ensayos con los cuales definiriamos la

especificidad de la unién.

Para probar la funcionalidad de la secuencia TATCCA se utilizo el sistema de
reporteros con luciferasa se probaron las construcciones control, que contenian
diferentes fragmentos del promotor de la adhesina Ehadh112. Los resultados
obtenidos en nuestros ensayos nos indican que se pueden apreciar diferencias
entre las actividades de estos fragmentos del promotor Ehadh112, sin
embargo las lecturas de luciferasa que obtuvimos son inferiores a las ya
reportadas por otros grupos (Heidrun et al., 1995 y Girlisch et al., 1995). Esto
nos lleva a concluir que el sistema de genes reporteros de luciferasa en este
parasito tiene limitantes. Una de ellas pudiera ser la degradacion de la proteina,
ya que E. histolytica es un organismo que posee una gran bateria litica
compuesta principalmente por cistein proteasas, las cuales podrian promover
la degradacion del producto del gen reportero. Técnicamente, para evitar su
protedlisis, se anaden inhibidores de proteasas, uno ellos es el E-64c cuya
caracteristica principal es inhibir las cistein proteasas, ademas que se
caracteriza por ser soluble a través de la membrana, por lo que éste se utiliza
desde la recuperacion celular. El uso de los inhibidores de proteasas en la
obtencién de los extractos totales de amiba también es de suma importancia,
es por ello que también se anade E-64 y leupeptina, ya que se ha reportado

que su uso incrementa la actividad de luciferasa (Girlisch et al., 1995).
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Para el andlisis funcional de la secuencia TATCCA se generaron dos
construcciones la primera pGL3-HSP100-285 3'A y contiene a la secuencia
TATCCA en la posicion -285 y la segunda es pGL3-HSP100-260 3°A que no
posee la secuencia. Al analizar los resultados de ésta delecion encontramos
que hay un cambio significativo en la actividad transcripcional del promotor del
gen HSP100 ya que la actividad de la construccion que posee la delecion se
redujo en un 50% con respecto a la actividad transcripcional de la construccion
que contiene la secuencia TATCCA. Este efecto nos sugiere que ésta
secuencia es importante en la actividad transcripcional del promotor del gen
HSP100. Los cambios observados podrian ser debidos a las proteinas que
interaccionan en esa secuencia, nosotros proponemos que podria tratarse de
proteinas Myb SHAQKYF.

Una herramienta esencial en el analisis funcional de promotores y sus
secuencias ha sido el uso de genes reporteros tales como CAT y Luciferasa.
Sin embargo, la expresion de los genes reporteros estd condicionada a la
utilizacion de las regiones de poliadenilacién de genes propios de este parasito
(Purdy et al., 1995). Con estos sistemas se han identificado los elementos que
conforman el core de un promotor amebiano como son la caja TATA, el INR'y
la secuencia GAAC, asi como secuencias relevantes para la actividad de
promotores como lo son las secuencias URE. Estas estrategias han permitido
evaluar diversos fragmentos de un promotor y con ello determinar su papel
funcional, sin embargo, estos ensayos son laboriosos y requieren de la
generacion de multiples construcciones que contengan diferentes fragmentos
del promotor a estudiar. Sin embargo, el sistema de genes reporteros permite
evaluar el papel funcional de secuencias que se han obtenido de busquedas
bibliograficas y que se han encontrado presentes en el genoma de este
parasito por medio de analisis in silico sin hacer uso de microarreglos, ya que
son ensayos muy costosos. Es por ello que en este trabajo se planted el
estudié de posibles elementos de reconocimiento a factores de transcripcion
MYB utilizando construcciones que contenian al gen reportero de luciferasa
para validar los datos obtenidos de nuestras busquedas in silico. En este

trabajo utilizamos al gen de la luciferasa ya que no requiere de la utilizacion de
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sustratos radiactivos, si no de un sustrato quimioluminicente, el producto del
gen reportero se expresa a partir de las 18 hrs post-transfeccion, el ensayo es
rapido y solo requiere de algunos pocos segundos por muestra. Con ésta
metodologia se han evaluado promotores tales como el gen de la lectina (Purdy
et al., 1995) y ferredoxina (Gilchrist et al., 1995) en E. histolytica.

Como ya se ha visto, el estudio de secuencias relevantes para la regulacion
transcripcional ha sido abordado desde varios enfoques. En ésta tesis
éstadarizamos e impletamos el uso de ensayos bioquimicos EMSA y de
ensayos funcionales utilizando el gen reportero de la luciferasa para analizar la
funcionalidad de secuencias identificadas por busquedas in silico en
promotores de genes de E. histolytica las cuales se hayan identificado en otros
organismos, con la idea de que al conservarse el dominio de unién a DNA de
las proteinas con dominio de union a DNA MYB también se conserven las

secuencias que estos reconocen.
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9. Conclusiones

e Proteinas de extractos nucleares de E. histolytica reconocen a la
secuencia TATCCA.

e ElI complejo obtenido con la secuencia TATCCA se compitid
especificamente con la secuencia canénica de Myb por lo que proteinas

tipo MYB podrian estar reconociendo esta secuencia.

e Proteinas de extractos de bacterias enriquecidos con la proteina
EhMybS3 forman complejos DNA proteina con la secuencia TATCCA y

no asi aquellos extractos enriquecidos con la proteina EhMyb10.
o EIl sistema de genes reporteros de luciferasa nos permiti6 evaluar
diferencias en la actividad de diferentes fragmentos del promotor del gen

EhAdh112 de E. histolytica.

e La secuencia TATCCA es relevante en la regulacion de la expresion del
gen Hsp100 de E. histolytica.
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