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1. RESUMEN

E. histolytica es un protozoario entérico que posee 8,201 genes y casi el 30% contiene
al menos un intrén, de modo que utiliza la actividad de los factores de transcripcion y de splicing
para regular su expresion genica. Los factores de transcripcion (FT) Myb son proteinas
recientemente implicadas en la regulacion de ambos procesos, asi como en el mantenimiento
del genoma. En E. histolytica las proteinas EnMyb son los FT més abundantes, por lo que
podrian regular algunos factores de virulencia necesarios para la invasion del huésped. La
proteina EhMyb10 es un FT que pertenece a la familia Myb y que presenta dos repetidos: R2 y
R3. Para determinar las funciones en las que participa EhMyb10 en E. histolytica, en este
trabajo, realizamos un interactoma in silico y un ensayo de Pull-Down empleando la proteina
recombinante para determinar las proteinas que se unen a este FT. Por otro lado, determinamos
in silico que EhMyb10 es susceptible a modificaciones postraduccionales que podrian afectar
su funcidn, entre ellas: ubiquitinaciones, fosforilaciones y SUMOQilaciones. El interactoma in
silico mostrd que EnMyb10 se une a proteinas relacionadas con la transcripcion y el splicing.
Una de las proteinas a la que se une a EhMyb10 es EhCDC5-like. Esta proteina también
pertenece a la familia Myb y tiene dos repetidos R2R3; en Schizosaccharomyces pombe su
funcién se ha relacionado con la activacion del spliceosoma mas que con la transcripcion.
También observamos que EhMyb10 interactda con proteinas relacionadas con ubiquitinacién y
SUMOilacion, asi como con proteinas involucradas en la remodelacion de la cromatina. Por lo
tanto, este FT podria tener un papel importante a nivel cotranscripcional. En la validacion
experimental de este analisis in silico a través de los ensayos de Pull-Down se identificaron por
Espectrometria de Masas algunas proteinas involucradas en los procesos de transcripcion,
splicing, remodelacién de la cromatina, sefializacion celular, en la ubiquitinacién de proteinas,
asi como en la biogénesis de ribosomas, traduccion, segregacion cromosomica, regulacion
bioldgica, metabolismo de proteinas y transporte citosolico. Estos resultados indican no sélo la
participacion de EnMyb10 en eventos cotranscripcionales sino también refleja su participacion

en una variedad de funciones y procesos celulares claves para este organismo.

10
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2. INTRODUCCION

2.1 Transcripcion

La transcripcion es un proceso fundamental que ocurre en el nacleo celular. Este proceso
involucra a enzimas denominadas RNA polimerasas que sintetizan una cadena de RNA
complementaria a una cadena molde de DNA, denominada RNA mensajero (MRNA), con la
finalidad de generar una proteina que desempefie una funcion en la célula. El producto de RNA
no permanece apareado a la cadena molde de DNA; la enzima RNA pol Il desplaza la cadena
creciente solo unos nucleétidos detras del que esta siendo afiadido lo que permite que multiples
RNA polimerasas lo puedan transcribir al mismo tiempo, obteniendo asi, un gran nimero de
transcritos de un gen en corto tiempo. La transcripcion copia selectivamente solo ciertas partes
del genoma y puede producir desde una hasta cientos y miles de copias de una seccién en un
proceso altamente regulado (Watson et al., 2016).

La transcripcidn ocurre en una serie de pasos:

1) Reconocimiento de la region promotora. La RNA polimerasa junto con factores
generales de transcripcién se unen a una secuencia de DNA conocida como promotor. La enzima
RNA pol Il estd conformada por una subunidad mayor (Rpbl) que contiene en su region
carboxilo terminal un dominio denominado CTD que consiste en repeticiones de siete residuos
aminoacidicos o heptapéptidos (YSPTSPS) que son susceptibles a fosforilacién para la
regulacion de la transcripcion a través de la union con proteinas reguladoras del proceso de
biosintesis de mMRNA ([co]activadores, [co]represores) y proteinas que modifican la cromatina,
entre otras (Cabrejos et al., 2001). La unién entre ellos es regulada fundamentalmente por el
grado de fosforilacion de algunos residuos presentes en cada heptapéptido en el CTD. Una vez
formado el complejo promotor-polimerasa ocurren cambios estructurales necesarios para iniciar
el proceso de transcripcion.

2) Elongacion. La transcripcion, como la replicacion, va en sentido de 5°-3", por lo que,
los ribonucledtidos son afiadidos en el extremo 3" de la cadena creciente. La seleccion del
promotor determina qué fragmento de DNA sera transcrito y es el paso donde mas comdnmente
se impone la regulacion. Una vez que la RNA pol |1 ha sintetizado un fragmento corto de RNA,
entra en la fase de elongacién. Durante esta fase la enzima realiza la catalisis de la sintesis de la

cadena de RNA, desenrolla la doble cadena de DNA por delante y la enrolla por detréas, disocia
11
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a la cadena creciente de RNA molde conforme se va moviendo y realiza la labor de proofreading
0 correccion.

3) Terminacion. Una vez que la RNA polimerasa ha transcrito la longitud total del gen
(o genes), se detiene y libera el producto de RNA conocido como pre-RNA mensajero (pre-
MRNA) y se disocia del DNA, este paso es llamado terminacion (Watson et al., 2016).

4) Procesamiento. Posteriormente se lleva a cabo la maduracién del mRNA a través de
splicing, capping (CAP) y poliadenilacién, de este modo, el pre-mRNA se procesa a un mRNA
maduro y se exporta fuera del ndcleo (Watson et al., 2016).

Por otro lado, la transcripcion in vivo requiere de proteinas reguladoras, un complejo
mediador y enzimas modificadoras de los nucleosomas ya que el DNA en los organismos
eucariontes estd empaquetado formando la cromatina. Esta situacién limita el acceso de la RNA
pol 11y de sus factores asociados al promotor. Es por ello, que se necesitan proteinas reguladoras
de la transcripcion o FT, que activan o inhiban este proceso.

La regulacion génica es un proceso de encendido y apagado de genes que asegura que
los genes apropiados se expresen en los momentos adecuados para ayudar a un organismo a
responder a su entorno. Este proceso es mediado a través de interacciones entre: los FT unidos
al DNA, co-reguladores, los factores remodeladores de la cromatina y proteinas relacionadas
con la maquinaria de transcripcion (Watson et al., 2016). Una vez sintetizado, el mRNA
inmaduro debe ser protegido a través del capping para su exportacion al citoplasma
(Oraphanides et al., 2002). Durante el capping se adiciona una base de guanina metilada en el
extremo 5 del RNA a través de un enlace inusual 5- 5, involucrando tres fosfatos (Watson et
al., 2016). Después del capping se disocia la maquinaria y se recluta a la maquinaria necesaria
para el splicing del pre-mRNA. El splicing o empalme es un proceso postranscripcional que
conduce a la eliminacion de intrones y a la union de exones en un pre-mRNA para formar un
MRNA maduro (House et al., 2008), y es realizado por un gran complejo, que comprende
alrededor de 150 proteinas y 5 RNAs (U1, U2, U4, U5 y U6) llamados colectivamente RNAS
nucleares pequefios (SNRNAs). Estos sSnRNAs se encuentran en complejos con proteinas
(snRNPs). El spliceosoma es un gran complejo compuesto de estas SNRNPs. Las sSnRNPs
reconocen el extremo del sitio de empalme 5’ y del sitio de la ramificacion; juntan dichos sitios

y catalizan las reacciones de corte y sellado del RNA (Watson et al., 2016).
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El evento final del procesamiento es la poliadenilacion del extremo 3" del mRNA, lo que
estd intimamente ligado a la terminacion. En este evento, el CTD de la RNA pol Il recluta a las
enzimas necesarias para el splicing y la poliadenilacion. Una vez que la RNA pol Il alcanza el
final del gen, encuentra una secuencia especifica que después de ser transcrita, detona el proceso
de poliadenilacion a través de cuatro eventos: corte del mensajero, adicion de residuos de A al
extremo 3, degradacion del RNA remanente asociado a la RNA pol Il por una ribonucleasa 5 a
3’y terminacion de la transcripcion. Una vez que el mRNA ha sido procesado es transportado
al citoplasma a través de poros en la membrana nuclear. La exportacion de mRNA esta mediada
por factores que se unen al MRNA en el nucleo para su traduccién en grandes complejos
ribonucledproteicos llamados ribosomas (Watson et al., 2016).

El nivel de expresion de la mayoria de los genes esta regulado por FT que se unen a
secuencias reguladoras del DNA situadas rio arriba del sitio promotor y a su vez estas proteinas
se encuentran reguladas por una amplia gama de vias de sefializacién. Los FT son cominmente
activados por ligandos, por ejemplo, los receptores de hormonas nucleares. Una vez activados,
los FT deben reclutar a proteinas co-reguladoras para la descompactacion local de la cromatina
y permitir el acceso de la RNA pol Il y la maquinaria de transcripcion general a la regién
promotora (Oraphanides et al., 2002). La Figura 1 resume el proceso de expresion génica, desde
la activacion de los reguladores transcripcionales hasta la sintesis de una proteina funcional
(Oraphanides et al., 2002).

2.2 Regulacion de la expresion genica
Para el control de la transcripcién también hay co-reguladores que modulan la estructura
de la cromatina y se pueden dividir en dos clases: complejos de remodelacion de nucleosomas
y co-reguladores. Los primeros son proteinas dependientes de ATP que facilitan el acceso al
sitio blanco en el DNA mediante el re-posicionamiento de nucleosomas en el promotor o la
induccion de cambios conformacionales en los nucleosomas (Oraphanides et al., 2002). Por otro
lado, los co-reguladores catalizan la modificacion postraduccional de las histonas. Asimismo,
la modificacion de histonas implicada en la regulacion transcripcional puede llevarse a cabo por
acetiltransferasas de histonas (HATS), deacetilasas de histonas (HDACS), metiltransferasas de
histonas (HMTSs) y cinasas de histonas (HKS).
13
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Figura 1. Proceso de la expresion génica en células eucariotas. Se muestran los diferentes eventos para que se
Ileve a cabo la expresion génica. 1) Una sefial del exterior de la célula inicia una cascada de transduccién de sefiales
que tiene efecto en la translocacion de un factor de transcripcion al ndcleo de la célula; 2) acceso al genoma, lo
cual involucra la reorganizacion de la cromatina; 3) ensamblaje de la maquinaria de transcripcion; 4) sintesis y
procesamiento del RNA: transcripcion, adicién de CAP, splicing, poliadenilacion, edicidn del RNA,; 5) sintesis de
proteinas: traduccidn y 6) procesamiento de proteinas. Imagen adaptada de Oraphanides et al., 2002.

El reclutamiento de HATs y HMTs resulta en la acetilacion y metilacion,
respectivamente, de residuos ubicados en las colas N-terminales de las histonas y esta asociado
con la activacion de la expresién de muchas clases de genes. Por el contrario, el reclutamiento
de HDACs conduce a la desacetilacion de las colas de histonas lo que generalmente reprime la
expresion genica.

14



TESIS

La expresion génica esta sujeta a una compleja regulacion que va desde la sintesis del
RNA hasta la degradacion de las proteinas. Las células tienen la capacidad de controlar la
sintesis de proteinas mediante: 1) la regulacion del momento y la frecuencia de transcripcion de
genes especificos (control transcripcional), 2) el control del procesamiento y maduracion de los
transcritos primarios de RNA (control del procesamiento del RNA), 3) la seleccion de los
MRNA maduros que serén exportados al citoplasma (control del transporte del RNA), 4) la
seleccion de los mRNA citoplasmaticos que seran traducidos por los ribosomas (control
traduccional), 5) la desestabilizacion selectiva de ciertas moléculas de mRNA citoplasmaticos
(control de la degradacion de los mRNA), y 6) la activacion, inactivacion o localizacion
selectiva de las proteinas ya sintetizadas (control de la actividad proteica) (Alberts et al. 2010)

(Fig. 2).
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Figura 2. Niveles de regulacion de la expresion génica en organismos eucariotas. La expresion génica puede
regularse en diversas etapas del proceso que va desde el DNA al RNA y las proteinas mediante: 1) control
transcripcional, 2) control del procesamiento del RNA, 3) control del transporte del RNA, 4) control traduccional,
5) control de la degradacion de los mMRNA, y 6) control de la actividad proteica. Imagen adaptada de Alberts et al.,
2010.
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2.3 Factores de transcripcion (FT)

El inicio de la transcripcion es el punto de control mas importante en la cascada de la
expresion génica y estd regulada por dos clases de proteinas que interactian con el DNA: 1)
factores generales de transcripcion, como la RNA pol |1, proteinas accesorias y enzimas que
intervienen en las modificaciones de las histonas y la metilacion del DNA; y 2) factores
especificos de los genes, también llamados "factores de transcripcion” (FT) (Suter, 2020). Se
denomina FT a cualquier proteina que esté involucrada en la transcripcion y que tenga la
capacidad de alterar los niveles de expresion génica. Estas proteinas cumplen dos criterios
fundamentales: 1) son capaces de unirse al DNA de manera especifica segln su secuencia, y 2)
regulan la transcripcion de los genes (Lambert et al., 2018) (Fig. 3). Esto se consigue mediante
dominios especificos que impactan en la transcripcién en diferentes niveles, como la

accesibilidad del DNA o el reclutamiento de la maquinaria de transcripcion (Suter, 2020).

Pueden mediar interacciones proteina-proteina
p. ej. el dominio BTB

Pueden regular la actividad del FT
p. €j. los dominios de unién a ligandos
o,

Dominio(s) efector(es) =0 ) mrrorrrrmemee e, .

'.. Pueden tener actividades
{ enzimaticas

Y p.ej. el dominio SET

Dominio(s) de unién al DNA Q@ © © ( (
Reconocen secuencias y sitios /
especificos del DNA \

Figura 3. Esquema de un factor de transcripcion prototipo. El esquema muestra los dominios efectores que
posee un FT candnico. En azul se muestra al dominio de unién al DNA y el dominio efector. Los dominios efectores
regulan la actividad del FT al interactuar con sus ligandos, facilitar interacciones proteina-proteina o tener actividad
enzimética, como es el caso de los dominios SET en proteinas que modulan la organizacion de la cromatina y, por
ende, controlan de forma transcripcional los estados activos o reprimidos. Imagen adaptada de Lambert et al., 2018.

p. €j. 5 dedos de zinc C2H2.

Los FT reconocen secuencias especificas en el DNA mediante la formacion de
interacciones no covalentes entre residuos de aminoacidos y los grupos funcionales de las bases
nitrogenadas del DNA, lo cual contribuye a la especificidad de unién FT-DNA. Los FT también
se pueden clasificar de acuerdo a su modo de accion como: pioneros, colonizadores o migrantes
(Slattery et al., 2014) (Tabla 1).
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Los FT pioneros o pioneers son los primeros FT en unirse al DNA, ya que son capaces
de unirse a regiones que normalmente estarian inaccesibles debido a su estructura compacta
(heterocromatina), y su funcion es la de establecer un sitio de union para otros FT. Al unirse,
modifican la estructura de la cromatina y permiten el acceso a otros FT. Los pioneros son
importantes en la diferenciacion celular y en el desarrollo de érganos y tejidos (Slattery et al.,
2014).

Por otro lado, los FT colonizadores o settlers, se unen al DNA después de los pioneros,
y su funcidn principal es la de estabilizar y mantener la estructura abierta de la cromatina para
permitir la union de otros FT. Los colonizadores pueden unirse a nuevos sitios en el DNA siendo
importantes en la regulacion de genes especificos durante el desarrollo embrionario y la
diferenciacion (Slattery et al., 2014).

Por ultimo, los FT migrantes o migrants, se unen al DNA después de los pioneros y
colonizadores, y son importantes en la regulacion de la expresion gen-especifica en respuesta a
sefiales ambientales, como cambios en la concentracion de hormonas o la exposicion a estimulos
externos (Slattery et al., 2014). Por lo tanto, los FT pioneros, colonizadores y migrantes juegan

papeles distintos pero interrelacionados en la regulacion de la expresion génica.

Tabla 1. Clasificacion de los FT de acuerdo con su modo de accion.

Factor de transcripcion Caracteristicas Ejemplo
Pioneros Se pueden unir a sitios inaccesibles al c-Myb, FoxA, GATA
DNA
Colonizadores Se unen al mismo tipo de secuencias, HLH, PAS, TBOX,
pero deben estar accesibles. bZIP, MAX
Migrantes Requieren de la presencia de cofactores TEAD4, ALX4,
para la unidn a la secuencia blanco POU2F1

Elaborada a partir de Ehsani et al., 2016.

17



TESIS

Entamoeba histolytica

2.4 Dominios de union a DNA (DBD)

Un dominio de unién al DNA es una region de una proteina que corresponde a una
secuencia de aminoacidos que se une a una region especifica del DNA. Los dominios de unién
al DNA adoptan diferentes estructuras, como por ejemplo: los dedos de zinc, la hélice-giro-
hélice (HTH) y la cremallera de leucina (entre muchos otros) que facilitan la unién al &cido
nucleico. También hay ejemplos de activadores de la transcripcidn menos comunes, como son
los efectores y la interaccion del DBD con el DNA puede establecerse a través de hélices alfa,
hojas beta o regiones desordenadas. Los DBD se denominan segun sus caracteristicas
estructurales y la mayoria de los organismos contienen varios FT que comparten el mismo tipo
de dominio de union al DNA. En consecuencia, los FT se clasifican en familias que suelen
recibir el nombre del respectivo DBD (Charoensawan et al., 2010).

Los FT de la misma familia tienen especificidades de union al DNA més similares que
los que pertenecen a familias diferentes. Sin embargo, a menudo se observan variaciones en la
especificidad de unién al DNA dentro de la misma familia y éstas se deben principalmente a

cambios en residuos especificos del dominio de unién al DNA (Berger et al., 2008).

2.5 Factores de transcripcion Myb
2.5.1 c-Myb

Las proteinas Myb (acrénimo virus de la mieloblastosis aviar) son FT que se identificaron
por primera vez en el virus de la mieloblastosis aviar y se han encontrado en todas las células
eucariotas (Millard et al., 2019). EI FT c-Myb de Homo sapiens es el factor Myb candnico,
controla la expresion génica de varios tipos celulares y participa en procesos que van desde el
control del ciclo celular hasta la diferenciacion. En las células hematopoyeéticas, c-Myb es
codificado por un proto-oncogen que se encuentra altamente expresado y tiene un papel
importante en la proliferacion y diferenciacion de progenitores mieloides y linfoides. La
proteina c-Myb consta de tres dominios: el dominio de unién al DNA (DBD) en la region N-
terminal, un dominio de transactivacion central (tAD) y un dominio regulador C-terminal
(CRD).
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El factor c-Myb es un FT pionero debido a su capacidad de reconocer su secuencia
consenso en la cromatina cerrada e influir en la conformacion del DNA, ya que se ha demostrado
que puede reclutar a acetiltransferasas de histonas (HATs) como las proteinas p300 y CBP e
interactuar con su dominio KIX a través del dominio tAD. CBP y p300 estan involucradas en la
acetilacion de residuos conservados de lisina de las histonas; lo cual neutraliza las cargas
positivas de las histonas y ocasiona un cambio en la interaccion con el DNA, permitiendo una

mayor accesibilidad a los FT (Lemma et al., 2021).

2.5.2 Estructura del DBD-MYB

En particular, los FT pertenecientes a la familia hélice-giro-hélice (HTH) donde
encontramos a los factores Myb, se encuentran implicados en procesos fundamentales, como la
regulacion del metabolismo, sefializacion celular en respuesta a diferentes estimulos, la
diferenciacion celular y el control de la proliferacion (Arratia et al., 2013).

El DBD-MYB, consiste en una secuencia conservada de 50 a 53 aminoécidos, que puede
estar de 1 a 4 veces repetida en la misma proteina. Cada uno de estos repetidos contienen tres
residuos de triptéfano que estan separados por 18-19 aminoacidos, los cuales le confieren
estabilidad a la union del DNA y un ambiente hidrofobico el cual estabiliza su plegamiento.
Estos repetidos forman tres a-hélices (H1, H2, H3) en donde la segunda y tercera a-hélice estan
involucradas en la unién al DNA (Fig. 4A).

La clasificacion de las proteinas Myb se basa en la similitud y el nimero de repetidos:
1R-MYB, 2R-MYB (R2R3-Myb), 3R-MYB y 4R-MYB (Arratia et al., 2013) (Fig. 4A). El
DBD-MYB reconoce una secuencia consenso (/TAACTG), denominada elemento de
reconocimiento a MYB o ERM. Por otro lado, se ha observado que el DBD-MYB se encuentra
altamente conservado en diferentes organismos eucariotas como plantas, animales, protozoarios

y hongos, tipicamente cerca de la region N-terminal (Arratia et al., 2013) (Fig. 4B).
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Figura 4. DBD-MYB en organismos eucariotas. A) Esquema de la estructura del DBD-MYB de las proteinas
clasificadas segun el nimero de secuencias repetidas adyacentes. Las secuencias repetidas son sefialadas por R1,
R2, R3. Se indica la estructura secundaria (hélice) mediante las barras H1, H2, H3. B) Los tript6fanos conservados
en los repetidos R2R3 en distintos grupos filogenéticos. Se indica la longitud de la secuencia repetida R2 y R3 con
lineas. Los asteriscos representan los residuos de triptdfano espaciados caracteristicos de los dominios Myb. Se
indica en un rectangulo vertical los residuos de cisteina conservados dentro del dominio Myb. Imagen adaptada de
Arratia et al., 2013.
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2.5.3 Otras funciones de las proteinas Myb

Ademaés de participar como FT, se ha demostrado que las proteinas Myb participan en
eventos cotranscripcionales como el proceso de splicing. La familia de proteinas CDC5
representa una subfamilia conservada de proteinas relacionadas con Myb necesarias para el
empalme de pre-mRNA. Tienen un DBD-MYB similar al c-Myb humano que consta de dos
repetidos Myb (R1 y R2) seguidos de un repetido similar a Myb (MLR3, del inglés Myb Like
Repeat). Asimismo, estas proteinas tienen un papel importante en el control del ciclo celular a
través de la regulacion transcripcional. Por otro lado, se ha identificado que CDCS5 se colocaliza
con factores de empalme de pre-mRNA en los nucleos de células de mamifero, co-
inmunoprecipita con componentes centrales de la maquinaria de splicing de extractos nucleares
e interactta con el spliceosoma in vitro (Burns et al., 1999). En E. histolytica se identificé una
proteina con homologia a la familia CDC5 a la cual se le denominé EnCDC5-like, la cual podria
desempefiar una funcion esencial en el control del ciclo celular y en el splicing (Meneses et al.,
2010).

Las proteinas Myb también actian como factores de union a repetidos teloméricos
(TRF). Los TRF contienen un dominio similar a Myb en su C terminal que les permite unirse al
DNA telomérico de doble cadena (Rendén et al., 2018). En humanos, estas proteinas nucleares
se denominan TRF1 y TRF2, las cuales son clave para la regulacion de la longitud de los
telomeros, para proteger los extremos de los cromosomas y detectar dafios en el DNA, entre
otras funciones (Chong et al., 1995; Broccoli et al., 1997; de Lange, 2005; Palm y de Lange,
2008). Asimismo, forman parte del complejo Shelterin el cual tiene la funcidn de proteger,
regular, prevenir la degradacion y fusion de los telémeros, manteniendo asi la integridad del
genoma (Palm y de Lange, 2008). En E. histolytica, se han identificado tres proteinas homologas
a las proteinas TRF1 y TRF2 humanas, que se unen al DNA y se cree que estan involucradas en
el mantenimiento de los telomeros formando parte del complejo de Shelterin (Rendén et al.,
2018). Estas proteinas, llamadas EnTRF-like I, 11 y 111, estan presentes tanto en el nicleo como
en el citoplasma de la célula y se ubican en la periferia nuclear donde interactuan con la proteina
laminina B1 y H4K20 trimetilado. Ademas, se ha encontrado que EhTRF-like 111 se localiza en
regiones de cromatina mas condensada, lo que sugiere una posible funcién en la organizacion

de la estructura de la cromatina.
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Ademés, EhTRF-like Il puede formar complejos con secuencias relacionadas con
telomeros, lo que sugiere una posible funcidn en la proteccion de los extremos cromosomicos
(Rendon et al., 2018), sin embargo, se necesitan mas estudios para entender completamente su
papel en el mantenimiento de la longitud de los cromosomas de este parasito.

Por otro lado, también se han descrito a otras proteinas con un motivo telebox en su
dominio Myb con funciones analogas a las del complejo de “Shelterin” humano en los telémeros
de la planta Arabidopsis thaliana, las cuales se denominan proteinas SMH (Single-Myb-
Histona). Las proteinas SMH se unen preferencialmente al dSDNA telomérico y su DBD-MYB
se localiza en el N-terminal. También poseen en la parte central de la proteina un dominio H1/5
similar a una histona y un dominio coiled-coil en el extremo carboxilo. En A. thaliana la familia
de proteinas SMH codifica para cinco proteinas denominadas AtTRB1-5, de las cuales solo
AtTRB2 y AtTRB3 se han caracterizado previamente y son capaces de unirse preferentemente
al dsDNA telomérico de la planta. Por otro lado, también se ha determinado la interaccion
preferencial de AtTRB1 con el DNA telomérico de doble cadena la cual esta mediada por el
dominio Myb, mientras que el dominio H1/5 esta involucrado en la interaccion DNA-proteina

no especifica y en la multimerizacion de AtTRB1 (Mozgova et al., 2008) (Fig. 5).

Complejos de Splicing

| Union a telomeros
N N

Rz
TRF1, TRF2 and Taz1

Figura5. Diversificacion de las funciones de las proteinas Myb. EI DBD-MY B puede estar presente en proteinas
que realizan diversas funciones como factores de transcripcion (c-Myb), proteinas involucradas en splicing (CDC5)
y proteinas de unidn a telomeros (TRF y Taz). Imagen elaborada por la Dra. Elisa Irene Azuara Liceaga de la
Licenciatura en Ciencias Genomicas en la Universidad Auténoma de la Ciudad de México (2023).
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2.6 Entamoeba histolytica

2.6.1 Taxonomia y antecedentes histdricos
Este organismo pertenece al reino de los protistas y se encuentra en el filo
Sarcomastigophora, que engloba a organismos unicelulares moviles que poseen estructuras
flageladas o ameboides. Dentro del subfilo Sarcodina, que incluye a las amebas, E. histolytica
se clasifica en la clase Lobosea. A nivel de orden, se encuentra en Amoebida, y en la familia
Entamoebidae. Finalmente, su nombre cientifico, que incluye el género y la especie, es
Entamoeba histolytica (Romero et al., 2008) (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacién taxonémica de E. histolytica

Clasificacion taxonémica

Phyllum Sarcomastigophora
Subphyllum Sarcodina
Clase Lobosea
Familia Entamoebidae
Género y especie Entamoeba histolytica

Tabla adaptada de Romero et al., 2008.

E. histolytica fue identificada en 1875 por Friedrich Ldsch en las heces de un paciente
con disenteria y en las Glceras del colon durante una autopsia. Aunque no relaciond las lesiones
del colon con las amebas, su trabajo fue fundamental para el reconocimiento de la ameba como
el agente causante de la disenteria amebiana y otros trastornos intestinales en humanos. Los
trabajos de Kartulis (1886), Hava (1887) y Consilman (1891) aportaron las evidencias
necesarias para demostrar que el parasito era el agente etioldgico de la disenteria y del absceso
hepatico (Romero et al., 2008). En 1913, Walker y Sellards llevaron a cabo un estudio en
Filipinas en el que demostraron que E. histolytica es la causa de la colitis amebiana y que
Entamoeba coli es un comensal intestinal inofensivo.
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El estudio involucr6 la ingesta de quistes de amebas en tres grupos de “voluntarios” de
una prision en Manila y concluyé que los portadores asintomaticos de amebas pueden transmitir
la enfermedad y desarrollarla en cualquier momento.

En 1925, el parasitologo francés Emile Brumpt propuso la existencia de E. histolytica
como un complejo de especies. Brumpt denomind E. dysenteriae a la especie que causa
infeccion sintomatica y E. dispar a la que se encuentra en personas asintomaticas. Sin embargo,
este planteamiento fue rechazado inicialmente por la comunidad cientifica internacional en esa
época. Durante los afios siguientes, se realizaron varias investigaciones sobre el estudio de E.
histolytica. Esto se debi6 a la posibilidad de cultivo que se logr6 gracias a Beck, Dbrhlav,
Balamuth y Diamond en 1961. Estos investigadores obtuvieron diferentes tipos de cultivo hasta
contar con los medios axénicos para el cultivo de esta ameba. Esto permitid su estudio
experimental de multiples formas. Posteriormente, en 1968, Diamond introdujo el medio
monofasico TPS-1 que comenzd a ser ampliamente utilizado, pero que luego fue reemplazado
por el medio liquido TYI-S-33. Para el aislamiento de cepas de E. histolytica en medios de
cultivo mixtos, se utilizé el medio bifasico descrito por Robinson (Pinilla et al., 2008).

Es importante sefialar que el desarrollo de pruebas inmunoldgicas para el diagnostico de
amebiasis fue posible gracias al desarrollo del cultivo axénico de E. histolytica. Entre esas
pruebas inmunoldgicas se han descrito técnicas que incluyen hemoaglutinacion indirecta,
inmunodifusién,  fijacion de  complemento, contrainmunoelectroforesis  (CIEF),
inmunofluorescencia indirecta, ELISA y WB. Por otro lado, en 1968 Bischoff y Reeves
pudieron diferenciar las especies patdgenas y no patégenas de Entamoeba empleando perfiles
isoenzimaticos. Sin embargo, con esta técnica no pudieron distinguir entre cepas patdgenas y
no patdgenas de E. histolytica. En los comienzos de los afios setenta, se empezaron a recopilar
datos gue apoyaban la hipétesis de Brumpt, la cual afirmaba que existian dos especies diferentes
de E. histolytica. Fue solo en 1978, luego de varios afios de investigacion, que Sargeaunt y
Williams diferenciaron por primera vez cepas de E. histolytica aisladas de pacientes con
manifestaciones clinicas de amebiasis y portadores asintomaticos mediante estudios
electroforéticos de isoenzimas. Esto confirmd que E. histolytica estd compuesta por cepas

patogenas y no patogenas (Pinilla et al., 2008).
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Posteriormente, en 1993, Diamond y Clark redescribieron la hipotesis de Brumpt de
1925 a la luz de estudios bioquimicos, inmunoldgicos y genéticos. Llegaron a la conclusion de
que existen dos especies morfoldgicamente idénticas: una patdgena y otra no patdgena que
corresponden a E. histolytica y E. dispar, respectivamente. Fue solo en 1997 que la OMS acept6
esta hipotesis por recomendacién de un comité de expertos reunidos en Ciudad de México, que
reglamentaron que se trata de dos especies morfoldgicamente idénticas solo diferenciables
mediante patrones isoenzimaticos y por determinacion de una adhesina en materia fecal o
técnicas moleculares (Pinilla et al., 2008).

El descubrimiento de E. histolytica fue el resultado de una investigacion exhaustiva y
compleja que involucré a varios cientificos durante siglos. Este proceso permitié una mejor
comprension del parésito E. histolytica y de la patogénesis de la disenteria amibiana, lo que

resultdé fundamental para el desarrollo de tratamientos eficaces contra esta enfermedad.

2.6.2 Epidemiologia

El parésito E. histolytica es el agente causal del amebiasis, una enfermedad que afecta a
millones de personas, lo que la convierte en la causa mas frecuente de diarrea y se calcula que
provoca mas de 55,000 muertes al afio (Shirley et al., 2018). Esta enfermedad tiene una mayor
prevalencia en México, América Central, América del Sur, Asia y Africa. A nivel mundial, la
amebiasis es la tercera causa de muerte entre las enfermedades parasitarias, especialmente en
paises en desarrollo debido a las malas condiciones sanitarias y la falta de acceso a agua potable.
Sin embargo, su distribucién es cosmopolita, ya que en paises desarrollados también se
presentan casos de amebiasis con frecuencia, principalmente debido a la migracién de
poblaciones procedentes de zonas altamente endémicas 0 a viajeros que regresan de esas zonas
(Romero et al., 2008). A nivel mundial se reportan anualmente alrededor de 500 millones de
personas infectadas (Fundacion 10, 2020). Ambos sexos se ven afectados por igual por esta
enfermedad, pero la variante hepética se da entre 7 y 10 veces mas frecuentemente en el sexo
masculino. Los nifios son el grupo de mayor riesgo de desarrollar formas fulminantes, lo que

conlleva una elevada tasa de mortalidad infantil.
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La prevalencia de amebiasis aguda intestinal y hepética en los menores de edad refleja
las condiciones socioecondmicas Yy la falta de educacion sanitaria, ya que esta infeccion suele
ser el resultado de factores interrelacionados, incluidos aspectos sociales, econdémicos,
culturales, histéricos y politicos (Romero et al., 2008).

Segun el Boletin Epidemioldgico del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica
(SINAVE), entre los afios 2021 y 2022 se registraron en la Republica Mexicana 224,634 casos
de amibiasis intestinal y 2,717 casos de abscesos hepaticos como consecuencia de amebiasis
extraintestinal. Hasta el momento, en lo que va del afio 2023, se han sumado 48,756 casos de
amebiasis y 228 casos de abscesos hepaticos (SINAVE, 2023). Los datos correspondientes a la
semana epidemiolodgica 22 del afio 2023 revelaron que los estados céntricos como la Ciudad de
México, Hidalgo, Estado de México y Puebla, asi como los estados costeros como Oaxaca,
Veracruz, Guerrero, Tabasco, Jalisco, Nayarit, Sinaloa, Yucatan y Chiapas, presentaron un
mayor nimero de casos de amebiasis intestinal. Entre ellos, Chiapas registrd la mayor incidencia
con un total de 8,654 casos. En cuanto a los abscesos hepaticos, los estados con mayor incidencia
durante este mismo periodo fueron Sinaloa, Chihuahua y Jalisco, siendo Jalisco el estado con la
mayor cantidad de casos reportados hasta el momento, con un total de 32 casos en el afio 2023
(SINAVE, 2023) (Fig. 6).

Casos de amebiasis intestinal

Figura 6. Distribucion geografica de casos de amebiasis intestinal y abscesos hepéticos en la Republica
Mexicana. EI mapa muestra la distribucion de los casos de amebiasis intestinal y abscesos hepaticos registrados
en todo México durante el periodo de enero a junio de 2023. Imagen de elaboracion propia a partir de datos
obtenidos de la semana epidemiologica 22 del afio 2023 del Boletin Epidemioldgico del SINAVE.
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2.6.3 Ciclo de Vida

Este parasito tiene dos fases de desarrollo con morfologias distintas. EI primero es el
trofozoito que es la forma infectiva. El tamafio del trofozoito oscila entre 20 y 40 um y se
caracteriza por tener un ntcleo esférico de unos 4 a 7 pm de didmetro. E1 RNA se encuentra en
la periferia del nacleo, mientras que el DNA se localiza en su parte central. Dentro del nucleo,
se pueden encontrar pequefias esferas nucleares que miden alrededor de 0.2-0.5 um de diametro.

Cabe mencionar que la funcién de estas esferas nucleares aiin es desconocida.

Figura 7. Trofozoitos de E. histolytica. A) Trofozoito observado a través del microscopio electrénico de barrido.
B) y D): Microscopia electronica de transmision. B) Corte fino de un trofozoito. Se aprecia el ndcleo (N) y vacuolas
(V). C) Polirribosomas (Pr) y perfiles de delgados tdbulos citoplasmaticos (T). D) Granulos de glucégeno (G) y un
grupo de cisternas aplanadas (C) similares al Golgi. Imagen obtenida de Chavez et al., 2013.

El citoplasma de este organismao tiene varias vacuolas, las cuales estan limitadas por una
membrana. Las vacuolas tienen un papel importante en el transporte de moléculas que son
internalizadas mediante los procesos de pinocitosis y fagocitosis. En el citoplasma también hay
granulos de glucégeno y agregados de ribosomas, los cuales llevan a cabo la sintesis de
proteinas.

27



TESIS

APE
Entamoeba histolytica

D
3

No obstante, hasta el momento no se han podido identificar organelos como
mitocondrias o aparato de Golgi, aunque se han hallado proteinas asociadas con las funciones
de estos organelos. Por otro lado, la membrana plasmatica del trofozoito tiene un grosor de 10
nandmetros y esta compuesta por lipidos especificos que permiten que la amiba se mueva y se
dirija a las células blanco o a otros sitios especificos dentro del hospedero (Chéavez et al., 2013)
(Fig. 7). En lamembrana ocurre la formacidn del casquete membranal, que le permite a la amiba
evadir la respuesta inmunitaria del hospedero y desprenderse de moléculas dafiinas. La
plasticidad de la membrana, junto con la reorganizacion del citoesqueleto y la fluidez del
citoplasma, le permite cambiar su forma constantemente, asi como desplazarse. La amiba forma
estructuras llamadas pseuddpodos, mediante las cuales captura los alimentos liquidos por
pinocitosis y sélidos por fagocitosis. Finalmente, en los trofozoitos pueden observarse
componentes similares a particulas virales, sin embargo, esta funcion aun es desconocida
(Olivos et al., 2011).

El segundo estadio de vida es el quiste, el cual es la forma infectiva y resistente del
parasito, ya que permite que la amiba sobreviva fuera del hospedero, asi como resistir a las
distintas condiciones ambientales mientras halla a su proximo hospedero. Los quistes tienen una
forma esférica y miden aproximadamente de 10 a 12 um. La pared del quiste tiene entre 120 a
150 nm de espesor y estd formada principalmente de quitina, el cual es un polimero de
carbohidratos formado por unidades de N-acetilcolina-D glucosamina. En el citoplasma del
quiste se encuentran de 1 a 4 nucleos que dependen de la madurez del quiste. El quiste también
contiene vacuolas, pero en menor cantidad y agregados de polirribosomas, denominados
cuerpos cromatoides (Olivos et al., 2011) (Fig. 8).
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Figura 8. Quistes de E. histolytica. A) Superficie rugosa de la pared del quiste por microscopia de barrido. B)
Citoplasma del quiste donde se observan vacuolas, el ntcleo (N), dos cuerpos cromatoides y la pared del quiste
(PQ). C) Cuerpos cromatoides a mayor amplificacién, que muestran polirribosomas cortados transversal y
longitudinalmente. D) y E) Pared del quiste (PQ) con rojo de rutenio D) y sin rojo de rutenio E). Imagen obtenida
de Chavez et al., 2013.

El ciclo de vida de este parasito comienza con la ingesta de alimentos contaminados con
quistes, que al ser consumidos reiniciara la infeccién; una vez en el tracto digestivo los jugos
gastricos desintegran la pared del quiste liberando la forma vegetativa del paréasito (trofozoito),
el cual se va adherir a la mucosa del intestino y comenzara a duplicarse por fision binaria (Fig.
9). El trofozoito viajara hacia el colon, donde comenzaran su proceso de enquistamiento para
finalmente ser excretado con las heces y reiniciar su ciclo de vida en otro hospedero (Chavez et
al., 2013).
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Figura 9. Ciclo de vida de E. histolytica. El ciclo incluye dos estadios del parasito: el quiste (forma de resistencia)
gue ingresa al hospedero a través de alimentos o agua contaminados; y el trofozoito (forma invasiva). La
colonizacién no invasiva (A) ocurre en el colon, donde en algunos casos la amiba provoca amebiasis intestinal
sintomatica (B). Puede ademas diseminarse a otros drganos provocando infecciones extraintestinales (C), como en
el higado, los pulmones y el cerebro, donde pueden formarse abscesos. Bajo ciertas condiciones el trofozoito se
enquista y los quistes son liberados en las heces. Imagen adaptada de CDC Public Health Image Library, 2015.
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2.6.4 Genoma de E. histolytica

En el afio 2005 Loftus y colaboradores, completaron la primera secuenciaciéon del
genoma de E. histolytica. Posteriormente, en 2010, se realiz6 un nuevo anélisis y re-anotacion
del genoma, revelando que el tamafio del genoma de E. histolytica era notablemente mas
pequefio en comparacion con el analisis inicial, abarcando un tamafio de 20 Mb distribuido en
1,486 scaffolds. Ademas, se estimd que este organismo albergaba 8,201 genes que codifican
para proteinas, teniendo el gen més grande un tamafio de 15,210 pb y el més pequefio de 147
pb. Asimismo, se estima que alrededor de 2,000 genes contienen intrones y el promedio de
intrones/gen es de 1.28. De manera interesante, el 60% de estos genes se mantuvieron idénticos
a la anotacion previa, mientras que el 40% present6 cambios estructurales notables. También se
observd que el 60% de los genes experimentaron cambios en su clasificacion funcional al
compararlos con secuencias mas recientes y nuevos datos experimentales. Ademas, solo se
asignaron funciones putativas a 3,788 proteinas, lo que equivale al 46% del proteoma predicho
de E. histolytica. Dentro de estas proteinas, se identificaron 897 familias compuestas por cinco
0 méas miembros, de las cuales 58 familias no mostraron homologia con proteinas conocidas.
Esto sugiere la posible especificidad de estas familias para la especie Entamoeba. Sin embargo,
para ambas anotaciones no se logrd una cobertura completa debido a que este paréasito presenta

aneuploidia y una gran cantidad de regiones repetidas (Lorenzi et al., 2010) (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas del genoma de E. histolytica

Genoma
Tamafio pb 20,799,072
Contenido GC (%) 24.2
Numero de genes 8,201
Longitud promedio de genes (pb) 1,260.9
Numero de genes/10 kbp 3.9
Porcentaje codificante (%) 49.7
Porcentaje de genes con intrones (%) 24.4
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Exones
NUmero 10,754
Promedio de nimero por gen 1.3
Contenido de GC (%) 19.3
Longitud promedio (pb) 962
Longitud total (pb) 10,340,284
Intrones
NUmero 2,553
Contenido de GC (%) 19.3
Longitud promedio (pb) 74.1
Longitud total (pb) 189,260

Regiones intergénicas

Contenido de GC (%) 20.5

Longitud promedio (pb) 708.7
Tabla adaptada de Lorenzi et al 2010.

3. ANTECEDENTES PARTICULARES

3.1 Factores de transcripciéon Myb en E. histolytica

Las proteinas con DBD-MY B se han estudiado principalmente en organismos superiores
y plantas. Sin embargo, recientemente se han investigado en organismos unicelulares como
Dictyostelium discoideum (Stober et al., 1992), Euplotes aediculatus (Yang et al., 2013 y Yang
et al., 2003), Sterkiella histriomuscorum (Yang et al., 2003), Giardia lamblia (Sun et al., 2002),
Trichomonas vaginalis (Ong et al., 2006), Trypanosoma brucei (Li et al., 2005) y Plasmodium
falciparum (Boschet et al., 2004).

Estas investigaciones han revelado que las proteinas con dominio MYB estan
involucradas en la regulacién de genes que controlan el crecimiento celular, la diferenciacion,

la adhesidn y la proteccion de las regiones teloméricas cromosdmicas en estos parasitos.
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La secuenciacion del genoma de E. histolytica ha revelado la presencia de genes que
codifican para FT candnicos que contienen un dominio de union al DNA, entre ellos MYB,
HMGL1, MADS, GATA, HSF y STAT. Destaca especialmente la abundancia del dominio MYB
en el genoma de E. histolytica, ya que se ha observado que presenta expansiones especificas de
linaje en este parasito (Meneses et al., 2010). Estas expansiones pueden ser relevantes en
términos de la funcion y regulacion de los genes asociados a este dominio, lo que podria tener
implicaciones en los procesos bioldgicos o adaptaciones especificas del parasito. Previamente,
se identificaron en el genoma de E. histolytica mediante analisis in silico 34 marcos de lectura
abiertos (ORF) que codifican para 32 proteinas con DBD-MYB homélogos al factor c-Myb
humano (Meneses et al., 2010). Estas proteinas se agrupan en tres grupos monofiléticos
pertenecientes a tres familias: La familia | denominada EnMybR2R3, la familia 1l denominada
de union a telomeros y la familia 111 o EhMybSHAQKYF (Meneses et al., 2010) (Fig. 10).

La familia I EhMybR2R3 estd conformada por 14 proteinas que estan numeradas
secuencialmente (EhMybl a EnMyb14). Estas proteinas tienen una longitud que varia de 97 a
231 aminodcidos, con una longitud promedio de aproximadamente 160 aminoacidos. Estas
proteinas conservan solo los repetidos R2 y R3 en su DBD-MYB, la arquitectura de su dominio
R2R3 se asemeja al de las proteinas Myb en plantas (Fig. 11). Cabe destacar que todas las
proteinas que contienen el DBD-MYB R2R3 carecen de los dominios relevantes en el extremo
C-terminal presentes en c-Myb (Meneses et al., 2010). Por otro lado, las proteinas de unién a
telomeros constan de 5 proteinas que tienen un solo repetido R3 y se relacionan con la proteccién
de los extremos terminales de los cromosomas (Meneses et al., 2010). La familia
EhMybSHAQKYF contiene 9 proteinas similares a las proteinas SHAQKYF Myb que estan
presentes principalmente en las plantas, algas y D. discoideum. Estas proteinas tienen una sola
repeticion R3 al igual que la familia 11 con la diferencia de que en la regién correspondiente al
triptofano conservado de la tercera hélice alfa es reemplazada por un motivo S/THAQKY/eF
(Meneses et al., 2010 y Rendon et al., 2018). Por altimo, se identificaron 3 proteinas que no
pertenecian a ninguna familia, una de estas proteinas present6 un dominio R2R3 a la cual se le
denomin6 EhCDC5-like ya que comparte similitud con proteinas de la familia CELL
DIVISION CYCLE 5-LIKE PROTEIN vy las otras dos proteinas presentan solo un repetido
R3 (Meneses et al., 2010).
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Figura 10. Proteinas EnMyb de E. histolytica. A) Diagrama de la proteina c-Myb y las proteinas que contienen
el DBD-MYB de E. histolytica. Organizacion del dominio DBD-MYB: R1, blanco; R2, negro sélido; y R3, gris.
*Indica proteinas codificadas por genes duplicados, y A indica proteinas codificadas por genes truncos. B) Arbol
filogenético de las proteinas que contienen el dominio DBD-MYB de E. histolytica (no incluye las proteinas de
genes duplicados o truncos). Los cuadros grises claros muestran las familias especificas de E. histolytica. Imagen
adaptada de Meneses et al., 2010.

Debido a la homologia que las proteinas EnMyb presentan con el FT c-Myb, ellas
podrian reconocer al ERM. Por lo que los autores analizaron la presencia del ERM en los
promotores de genes que podrian activarse por las proteinas EhMyb y encontraron genes
relacionados con transduccion de sefiales, transporte vesicular, respuesta al choque térmico y
virulencia. Esto indica que los FT Myb en E. histolytica podrian estar relacionados con la

regulacion transcripcional de estos genes (Meneses et al., 2010).
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Figura 11. Alineamiento de las secuencias de amino4cidos de los repetidos R2 y R3 de las proteinas
EhMybR2R3 y c-Myb. Los residuos de aminoécidos idénticos estdn sombreados en negro y en gris se denotan las
sustituciones conservadas. Las lineas negras indican las posiciones de cada repetido R2 y R3. Las lineas grises
ilustran las a-hélices predichas de c-Myb. Las puntas de flecha indican la posicién de los residuos de triptéfano
conservados. Los nimeros de la izquierda indican la posicidn con respecto a la metionina inicial. Imagen adaptada
de Meneses et al., 2010.

Por otro lado, se observo que los genes que codifican para proteinas con DBD-MYB se
expresan de forma diferencial en condiciones basales de cultivo, lo que sugiere que pueden ser
importantes reguladores transcripcionales de los genes implicados en la virulencia, el
enquistamiento y la respuesta al estrés (Cardenas et al., 2021).

Estudios de transcriptomica en los que se han comparado cepas virulentas y
avirulentas, asi como trofozoitos obtenidos de explantes de colon y de modelos murinos, han
revelado la expresion diferencial de los genes en los fenotipos patogénicos. Se han identificado
genes implicados en vias de transduccion de sefiales, metabolismo de carbohidratos, actividad
antibacteriana (AIGs), funciones relacionadas con la virulencia (CPs, lectina Gal/GalNAc,
STIRP, KERP1). Ademas, se han observado cambios significativos en el metabolismo
energético. En el intestino, se observd que E. histolytica puede utilizar los glicanos de la mucosa
del hospedador como fuente de carbohidratos, lo que resulta en el agotamiento de la mucosa y
el inicio de la enfermedad invasiva. Por otro lado, la expresion de AIGs es crucial en el colon
ya que se le atribuye un papel en la defensa antibacteriana. También se han identificado genes
relacionados con respuestas al estrés, vias de sefializacion y GTPasas (Naiyer et al., 2019) (Fig.
12).
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Figura 12. Moléculas relacionadas con la virulencia de E. histolytica reveladas a partir de estudios
transcriptémicos. Las moléculas que contribuyen a la virulencia y patogenicidad de E. histolytica estan
representadas por: Cisteina proteasas, contribuyen a la invasion de tejidos; p-amilasa, ayuda en la eliminacion y
utilizacion de la mucosidad; AIG1, funciona en defensa contra bacterias intestinales; Amebaporos, median la lisis
celular; Lectina Gal/GalNAc, facilita el contacto de los ligandos con la célula huésped; Cinasas transmembranales
(TMK) y las GTPasas Ras/Rho, participan en la transduccién de sefiales; Factores de transcripcion de la familia
Myb, regulan la expresion de multiples vias; Proteinas de union a calcio (CaBP), median la reorganizacién de la
actina durante la fagocitosis de bacterias/células huésped. Imagen adaptada de Naiyer et al., 2019.

Otros genes que modificaron su expresion fueron los FT de la familia Myb, lo cual los
hace factores de transcripcion relevantes para el control de la expresion génica en este parasito.
Por ejemplo, el gen ehmyb10 mostré una expresion diferencial (aumento de 2.87 veces) en
trofozoitos obtenidos en el dia uno de colonizacion intestinal en un modelo murino (Gilchrist et
al., 2006).

Adicionalmente, los FT Myb desempefian un papel crucial durante el enquistamiento de
E. histolytica. En un estudio por Ehrenkaufer (2009), se identifico6 a EhMyb-dr como el primer
FT que probablemente esté involucrado en este proceso. EhMyb-dr pertenece a la familia
EhMybSHAQKYF. La sobreexpresion de EhMyb-dr indujo la expresion de sélo un subconjunto
de genes especificos de quistes, lo que sugiere que es probable que se requieran otros
reguladores transcripcionales, junto con factores de remodelacion de la cromatina como las
HATS, para que ocurra la conversion de trofozoito a quiste. La proteina EnMyb-dr muestra una

expresion baja en la etapa de trofozoito y aumenta su expresion en el enquistamiento.
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EhMyb-dr reconoce al motivo CCCCCC presente en los promotores de los genes
relacionados con enquistamiento (Ehrenkaufer et al., 2009).

Por tanto, la comprension de los FT Myb es esencial para entender la patogenicidad, la
virulencia y el enquistamiento de E. histolytica y para desarrollar estrategias terapeuticas

eficaces contra esta infeccion parasitaria.

3.2 EhMyb10
El factor de transcripcion EnMyb10 pertenece a la familia EhnMybR2R3. El gen ehmyb10

codifica una proteina de 153 aminoéacidos con un PM de ~17.9 kDa. La comparacion entre la
estructura terciaria del DBD de c-Myb y EhMyb10, muestran una notable similitud. EI DBD de
EhMyb10 conserva la misma conformacion hélice-giro-hélice en los repetidos R2 y R3, al igual
que c-Myb (Meneses et al., 2010) (Fig. 13).

Repetido 3 Repetido 3

Repetido 2 Repetido 2

EhMyb10

Figura 13. Estructura tridimensional de las proteinas c-Myb y EhMyb10. A) Estructura tridimensional de c-
Myb. B) Estructura tridimensional de EhMyb10. “W” representa a los residuos de triptofano y “F” y “Y”, residuos
de los fenilalanina y tirosina respectivamente. Imagen adaptada de Meneses et al., 2010.

Por medio de ensayos de disminucion de la movilidad electroforética (EMSA) ha sido
demostrado que EhMyb10 se une al ERM del promotor del gen mim-1 y forma complejos de
DNA-proteina de forma especifica (Fig. 14A), ya que al interactuar con una secuencia de mim-
1 mutada (mim-1M) o con secuencias no relacionadas (Adhp) no forma complejos de DNA-
proteina (Meneses et al., 2010) (Fig. 14B).
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La especificidad de esta interaccion se confirmé mediante ensayos de competencia con
sondas no marcadas donde se observOo que compitid especificamente la interaccion DNA-
proteina utilizando un exceso molar de 100 veces de la sonda no radiactiva mim-1 (Fig. 14C,
carril 3), mientras que no se observé competencia con el mismo exceso molar de las sondas

mim-1M o Adhp utilizadas como competidores (Fig. 14C, carriles 4 y 5) (Meneses et al., 2010).

A B
EhMyb10r GST ERM
E E consenso %AACQTG
.é, p 8 Z .g 8 mim-1 acacattaTAACGGTtttttagce
g : 3 i S 3 mim-1IM  acacattaGCCAGGTtttttagc
bl Adhp ATAAAGATAAGAACTTTTT
e
C
Sonda mim-1
] b E o
T E £ £
Competidor &= ~ g g <
—
1 2 3 4 8 6 1 2 3 4 5

Figura 14. EnMyb10 se une al elemento de reconocimiento a MYB (ERM). A) Ensayo EMSA de la proteina
EhMyb10r. B) Secuencias de los oligonucledtidos utilizados en los ensayos EMSA. C) Ensayos de competencia.
Los complejos de DNA-proteina I y 1l se indican mediante flechas. Imagen adaptada de Meneses et al., 2010.

Asimismo, en extractos nucleares de trofozoitos de E. histolytica Meneses y cols.
detectaron la unién de proteinas a la secuencia ERM consenso. Por otro lado, mediante analisis
in silico se observé que el ERM se encuentra en los promotores de 246 genes de E. histolytica
relacionados con transduccion de sefiales, transporte vesicular, respuesta a choque térmico y
virulencia. Por lo tanto, el factor de transcripcion EhnMyb10 de E. histolytica podria participar

en la regulacion transcripcional de genes relacionados con estas funciones (Meneses et al.,
2010).
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Es por ello, que en este trabajo nos propusimos determinar las interacciones proteicas
del FT EhMyb10 para tener una comprension de la funcién de EnMyb10 en la regulacion de la
expresion génica y en la virulencia de la amiba. Esto podria revelar proteinas clave que
participan en vias reguladoras criticas relacionadas con la virulencia. La comprension de las
interacciones de EnMyb10 puede ofrecer oportunidades para desarrollar terapias dirigidas a
interrumpir o modular su funcion. Esto podria conducir al desarrollo de tratamientos mas
efectivos contra las infecciones amebianas. Por otro lado, el estudio de EhMyb10 no solo tiene
implicaciones clinicas, sino que también contribuira a nuestra comprension fundamental de la

biologia de la amiba y de los factores de transcripcion en general.
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4. HIPOTESIS

La proteina EnMyb10 interactta con proteinas nucleares que estan relacionadas con el

control de la transcripcion en E. histolytica.

5. JUSTIFICACION

La familia de proteinas con DBD-MYB en E. histolytica es una de las familias méas
abundantes relacionadas con la regulacion de la transcripcion. Los genes que codifican para
estas proteinas modifican su expresion en respuestas a diferentes eventos como lo son la
virulencia, el enquistamiento, la respuesta al estrés y durante el crecimiento. De estas proteinas,
EhMyb10 es de las que presenta mayor expresion y ademas se sobreexpresa en condiciones de
colonizacion intestinal. Es por ello, que es importante determinar las interacciones proteina-
proteina de este factor de transcripcion para dilucidar su papel en la regulacién de la expresion

génica.

6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Caracterizar mediante andlisis in silico e in vitro el interactoma del factor de

transcripcion EnMyb10.

6.2 Objetivos particulares

1. Analizar in silico la secuencia de aminoacidos de EnMyb10.

2. Determinar in silico el interactoma de EnMyb10.

3. Analizar la expresion in silico de los genes que codifican para proteinas que
interaccionan con EhMyb10 en condiciones de estrés y durante la colonizacion
intestinal.

4. Identificar in vitro las proteinas que se unen a EnMyb10.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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8. MATERIALES Y METODOS
8.1 Identificacion de PTMs, regiones desordenadas y prediccion de

estructura tridimensional de la proteina EhMyb10.

Para obtener los datos del gen y la proteina EnMyb10 se utilizé la base de datos de
AmoebaDB  (https://amoebadb.org/amoeba/app/) utilizando su nimero de acceso
(EHI_129790). Asimismo, se obtuvo de la misma base de datos la secuencia en formato FASTA
de la proteina para obtener los datos del peso molecular (PM) y el punto isoeléctrico (pl)
mediante el servidor de Expasy (https://www.expasy.org/). Para la determinacion de
modificaciones postraduccionales de la proteina EhMyb10, se realizaron diversos analisis in
silico con diferentes predictores. Para determinar los residuos susceptibles a fosforilacion, se
utilizaron dos servidores: NetPhos-3.1-services
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3.1) y GPS 6.0
(http://gps.biocuckoo.cn/index.php). Asimismo, se emplearon iUbig-Lys (http://www.jci-
bioinfo.cn/iUbig-Lys) y BDM-PUB: Prediction of Ubiquitination sites with Bayesian
Discriminant Method (http://bdmpub.biocuckoo.org/index.php), para identificar los sitios
susceptibles a ubiquitinacién. Por Gltimo, se evalud la posible SUMOQilacion de la proteina,
empleando los servidores SUMOgo (http://predictor.nchu.edu.tw/SUMOgo/), JASSA V4
(http://www.jassa.fr) y SUMOplot™ Analysis Program (https://www.abcepta.com/sumoplot).
Para determinar las regiones intrinsecamente desordenadas presentes en la proteina, se utilizaron
los servidores PrDOS (https://prdos.hgc.jp/cgi-bin/top.cgi) y IUPred2A
(https://iupred2a.elte.hu/plot). A continuacion, se obtuvo la estructura tridimensional de
EhMyb10 por medio de la plataforma AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk/) en formato PDB.
Para incluir las modificaciones postraduccionales y las regiones desordenadas en la estructura
tridimensional se utiliz6 el programa de PyMOL 2.5 (https://pymol.org/2/). La estructura del
dominio DBD-MYB que incluye los sitios susceptibles a modificaciones postraduccionales y
las regiones intrinsecamente desordenadas se modelé con el programa DOG 2.0- Visualization

of Protein Domain Structures (http://dog.biocuckoo.org/).
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8.1.1 Determinacion del interactoma in silico de EnMyb10
Para determinar la interaccion proteina-proteina se utilizé la herramienta de STRING
(version 10.5, 11 y 12) (https://string-db.org), seleccionando un puntaje de interaccion de
confianza media (0.400) como valor de corte, y un nimero mé&ximo de no més de 10

interactuantes.

8.1.2 Anélisis ontologico (GO) de las proteinas que interaccionan
con EhMyb10

Para los andlisis ontoldgicos en funcion molecular, proceso biolégico y compartimento
celular de los genes, que codifican para proteinas que interactian con EhMyb10, se utilizo6 los
servidores PantherDB (http://www.pantherdb.org), AmoebaDB
(https://amoebadb.org/amoeba/app/) y UniProt (https://www.uniprot.org/).

8.1.3 Analisis de expresion de los genes que codifican para

proteinas que interaccionan con EnMyb10

Por otro lado, se llevo a cabo el analisis de los niveles de expresion del interactoma de
EhMyb10 en dos contextos diferentes: colonizacion/invasion intestinal y virulencia. Para ello,
se utilizd el transcriptoma de E. histolytica durante la Colonizacién /Invasion intestinal
evidenciado por Microarrays por los autores Gilchrist et al., 2006; y el transcriptoma de E.
histolytica axénica (normal, atenuada, virulenta) y cultiva en colén evidenciado por RNA-seq
por los autores Weber et al., 2016. Los datos obtenidos se visualizaron en un mapa de calor
obtenido mediante el servidor Heatmapper (http://www.heatmapper.ca/) utilizando el
coeficiente de correlacion de Pearson como método de medicion de distancia y el método de

agrupamiento de enlace promedio (Average Linkage).
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8.2 Preparacion de células competentes de Escherichia coli DH5a y
BL21

Para preparar células competentes, se selecciono una colonia de la cepa DH5a o BL21
de Escherichia coli, la cual fue utilizada para inocular 5 mL de medio Luria Bertani (LB) liquido
sin ampicilina. Este cultivo se incub6 a 37 °C y 180 rpm durante toda la noche. Al dia siguiente,
se realiz6 una segunda inoculacién con el volumen deseado (entre 5y 50 mL), y se incub6 a 37
°C y 200 rpm hasta que alcanzd una densidad Optica (OD) de 0.4-0.6 a 600 nm. Luego, se
procedié a centrifugar el cultivo a 1000 rpm (con un limite maximo de 2000 rpm para evitar
estrés en las células) durante 5 min, y se resuspendid la pastilla resultante en CaClz (50 mM)
frio. Posteriormente, se incubo la suspension a 4 °C durante 20 min, y se volvio a centrifugar a
1000 rpm durante 5 min. La pastilla obtenida se suspendié nuevamente en CaClz (1 mL por cada
10 mL de cultivo) y las bacterias competentes se almacenaron a 4 °C durante 7 dias. Después
de este periodo, las bacterias pierden su competencia.

8.3 Transformacion de células competentes

En un vial de células competentes E. coli DH50 o BL21 (de 50-100 pL), se colocd 50
ng del DNA plasmidico (pGEX-6P-1 y pGEX-EhMyb10). Las bacterias se crecieron en medio
LB liquido, seleccionando con ampicilina (100pug/mL) y se incubaron de 5-30 min en hielo,
mezclando ligeramente el DNA una vez que las células estan descongeladas. Transcurrido el
tiempo, se dio un choque térmico de 45-50 seg a 42 °C. Después los tubos se colocaron en hielo
por 2 min, se agregaron 300 uL de medio LB ambientado a 37 °C y se incub0 a esa temperatura
a 200 rpm durante 1 hora. Al terminar la incubacion, se plaquearon 30-50 pL de cada
transformacion en una caja petri con agar LB y ampicilina (100 pg/mL) para realizar la seleccion

de las transformantes.

8.4 Obtencion de DNA plasmidico
ElI DNA plasmidico fue extraido utilizando el Kit Midi (Qiagen) siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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Las bacterias transformadas se cultivaron y cosecharon para que la pastilla resultante
fuera concentrada y se agregaron 300 puL de buffer P1, procediendo a resuspension. Luego, se
anadieron 300 pL de buffer P2, se mezclo por inversion y se incubo durante 5 min a temperatura
ambiente (si la muestra estuvo bien resuspendida tomara un color azul). Una vez transcurrido el
tiempo, se agregaron 300 uL de buffer P3 frio, se mezcld hasta que el color desapareciera y se
incubo sobre hielo durante 15 min. Posteriormente, se centrifugé a 13,000 rpm durante 30 min
a 4 °C. Si se observd un exceso de proteina desprendida, se volvié a centrifugar o filtrar para
obtener unicamente el sobrenadante. Al sobrenadante se le anadieron 560 pL de isopropanol
frio y se centrifug6 a 13,000 rpm durante 30 min. Por ultimo, la pastilla resultante se lavd con
600 pL de etanol al 70%, se dejo secar y se resuspendio en 100-200 puL de agua inyectable. El

DNA plasmidico se cuantificé utilizando el NanoDrop™ de Thermo Scientific™.

8.5 Andlisis de los plasmidos pGEX-6P-1 y pGEX-EhMyb10 mediante
restricciones y PCR
Después de cuantificar el DNA plasmidico, se llevd a cabo una reaccion de restriccion

utilizando las enzimas BamHI y Xhol (New England BiolLabs). La reaccion de restriccion se

realizd siguiendo las condiciones indicadas en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de restriccion de los plasmidos pGEX-6P-1 y pGEX-EhMyb10

DNA Buffer Cut BamHI Xhol BSA H:O0 VF*

Reaccion Plasmido plasmidico  Smart 10x (nL) (L) (L) (L) (uL)
(ng) (nL)
1 pPGEX-6P-1 500 2 1 1 02 138 20
2 pGEX-6P-1 S/R 500 2 - - 02 158 20
3 pGEX-EhMyb10 500 2 1 1 02 138 20
4 pGEX-EhMyb10 S/R 500 2 - - 02 158 20

La condicion de incubacion fue de 37 °C por 24 hrs *VF: volumen final.
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Figura 15. Pldsmido pGEX-EhMyb10. Mapa del pldsmido utilizado para la obtencion de la proteina
recombinante EhMyb10 acoplada a una etiqueta de GST (Glutation S-transferasa). EI gen ehmyb10 tiene un tamafio
de 459 pb mientras que la etiqueta de GST tiene un tamafio de 7440 pb. Imagen de elaboracién propia a partir de
datos obtenidos de Addgene: Vector Database (https://www.addgene.org/).

Para la amplificacion del gen se realiz6 una PCR utilizando el termociclador GeneAmp®

PCR System 9700 (Applied Biosystems) (Tabla 5). La reaccidn se llevé a un volumen de 12.5
ulL: 6.25 uL de Master Mix (Roche), 0.5 uM de primer sentido (5°-
GAGTCGGGATCCATGAACGTGACTATTGAACAA-3?), y antisentido (5-
GAGTCGCTCGAGCTACCAAGTGGACCCTCCATT-3") y 100 ng de DNA genémico de E.
histolytica como molde.

Tabla 5. Condiciones de amplificacion del gen ehmyb10

PCR Temperatura °C Duracion Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 °C 3 min 1x
Desnaturalizacion 94 °C 30 seg
Alineamiento 55°C 45 seg 25x
Elongacion 72°C 1 min
Elongacion final 72°C 7 min 1x
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Las restricciones y la PCR, se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al
1.5% corridos a 90 V por 30 min y tefildos con Gelred Nucleic Acid Stain 1x (Biotium). Los

geles se analizaron en el fotodocumentador Quantity One XR (BioRad).

8.6 Induccion y purificacion de las proteinas recombinantes: GST y
EhMybl10 (EnMyb10r)

Las células E. coli BL21 Rosetta transformadas se incubaron a 37 °C a 180 rpm en medio
LB liquido con ampicilina (100 pg/mL) durante 3 horas hasta llegar a una OD entre 0.4-0.6 a
600 nm. Una vez obtenida esta densidad se afiadié IPTG (1mM) y se incubd a 16 °C a 180 rpm
durante toda la noche. Al dia siguiente el cultivo se centrifugd y la pastilla celular se almaceno
a -20 °C, para su posterior uso. Para la obtencion de la proteina recombinante de la fraccion
soluble a 50 mL de cultivo empastillado se afiadieron 7.5 mL de buffer de lisis [PBS 10x, 0.5%
Triton x-100, 10 mM EDTA] y 0.5 mM de PMSF y se incubd durante 10 min en hielo.
Posteriormente, el cultivo se sonicé en ciclos de 30 s al 80% por 3 min y se centrifugd a 7500
rpm por 5 min para separar la fraccion soluble de la insoluble. Posteriormente, la fraccion
soluble se purifico en condiciones nativas utilizando cromatografia de afinidad con Glutathione
Sepharose® High Performance. Para ello, 500 pL de slurry se lavaron dos veces con 9 mL de
PBS pH 7.5 [140 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPO., 1.8 mM KH2POs] centrifugando
a 1000 rpm por 5 min en cada lavado. La resina se mezclé con la fraccion soluble del extracto
de bacterias adicionado con inhibidores [Complete Mini Tablets de ROCHE 1x, 0.5 mM PMSF
y 1 mM de DTT] mediante vortex y se incub6 toda lanoche a 4 °C. A continuacion, se centrifugo
a 8000 rpm por 5 minutos y el material recuperado (proteinas unidas a la resina) se lavo tres
veces con 5 mL de PBS frio. Por altimo, se realizaron tres eluciones para cada muestra de
proteinas-resina con 200 puL de Buffer de elucion [0.1 % Triton x-100, 50 mM Tris-HCI pH 7.5,
40 mM Glutation reducido, 0.2 M NaCl, 1 mM DTT]. Los eluidos se recuperaron y almacenaron
a-20°C. Las muestras fueron analizadas mediante SDS-PAGE al 10% y WB usando anticuerpos
a-GST.
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8.7 Fraccionamiento subcelular de proteinas de E. histolytica

Se resuspendieron diez millones de trofozoitos en 1.33 mL de Buffer A frio [10 mM
HEPES pH 7.9, 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5 Mm PMSF,
Complete protease inhibitor cocktail (ROCHE) 1x, y 10 mM E64 (Sigma Aldrich)]. Los
trofozoitos se incubaron por 5 min en hielo, se afiadieron 83 uL. de NP-40 al 10% y se mezclaron
mediante vértex por 30 seg. El lisado se centrifug6 por 10 min a 14000 rpm, para separar el
sobrenadante (extractos citoplasmaticos) del pellet (ntcleos). El pellet se suspendi6 en 3 mL de
buffer Ay se coloco sobre 1 mL de buffer A con 0.34 M de sacarosa. Después se centrifugé por
10 min a 14000 rpm. La pastilla se resuspendi6 en 300 pL de buffer C [20 mM HEPES pH 7.9,
400 mM NaCl, ImM EDTA, 1mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, Complete 1x, y 10 uM
E-64], y se agit6 vigorosamente a 4 °C por 30 min en un vortex. La muestra se centrifugé a
13,000 rpm por 10 min a 4 °C. El sobrenadante se recuperé como fraccion nuclear. Las muestras
se cuantificaron mediante un ensayo de Lowry compatible con detergente (BIO-RAD), y se

almacenaron a -70°C hasta su uso.

8.8 Ensayo de Pull-Down con la proteina EnMyb10r

Para los ensayos de Pull-Down, las proteinas recombinantes (GST y EhMyb10r) se
inmovilizaron a una resina de glutation (Glutathione Sepharose® High Performance). Por otro
lado, 25 pg de extractos nucleares se clarificaron con 100 pL de resina de glutation en presencia
de inhibidores [Complete protease inhibitor cocktail, (ROCHE) 1x] durante 30 min a 4 °C en
un vortex. Posteriormente, se tomaron 50 uL del sobrenadante clarificado y se incubaron con
250 pL de la resina unida a las proteinas toda la noche a 4 °C en un vortex. La resina se lavo
con 250 uLL de PBS, y se eluy6 incubando a 4 °C durante 30 min con 200 pL de buffer de elucion
[0.1% Triton x-100, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 40 mM glutation reducido, 0.2 mM NaCl, 1 mM
DTT]. Este paso se repitid 3 veces. Las fracciones obtenidas se resolvieron mediante SDS-

PAGE al 12%, y luego se visualizaron mediante tincion con Coomassie® Brilliant blue G 250.
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8.9 SDS-PAGE y Western Blot

Para el andlisis de las proteinas recombinantes, se utilizo la electroforesis
desnaturalizante en una dimensién en geles de poliacrilamida al 10% a 120 V, y para el anélisis
de los extractos nucleares y las muestras del Pull-Down, se utilizaron geles al 12%. Se emple6
el marcador Precision Plus Protein™ y Kaleidoscope™ (BIO-RAD) para determinar los pesos
moleculares de las proteinas. Los geles se tifieron con Coomassie® Brilliant blue G 250, y se
capturaron con el fotodocumentador Chemi-Doc XRS (BIO-RAD). Para el analisis de WB los
geles se sumergieron en buffer de transferencia [48 mM Tris, 39 mM Glicina, 0.04% SDS, y
20% Metanol] al igual que las membranas de NTC y el papel Whatman, y se formd un
“sandwich” de la siguiente manera: papel-membrana-gel-papel. El sndwich se coloco en una
camara de transferencia semiseca (BIO-RAD) del lado del catodo durante 40 min a 15V.
Posteriormente, las membranas se tifieron con Rojo de Ponceau al 0.1% (Sigma), y se lavaron
con agua destilada. Las membranas se bloguearon con leche Svelty (Nestlé) al 5% en PBS-
Tween 20 al 0.1% a 37 °C durante 1 hora en agitacion constante a 4°C durante toda la noche.
Posteriormente, las membranas se lavaron 5 veces con PBS-Tween 0.1%, se secaron y se
guardaron a 4 °C hasta su uso.

Para el andlisis de las proteinas recombinantes, las membranas se incubaron con el
anticuerpo a-GST hecho en cabra (GE Healthcare, 1:5000). Las membranas se incubaron toda
la noche a 4 °C. Al dia siguiente las membranas se lavaron 5 veces con PBS-Tween 20, y se
incubaron con un anticuerpo secundario acoplado a HRP. Para el andlisis de los extractos
nucleares, se utilizo el anticuerpo a-histona H4K20me3 (Abcam, 1:1000) a una concentracion
de 1:1000, para los extractos citoplasméticos el anticuerpo a-CP112 (no comercial, 1:2500) y
como control de carga el a-actina (Sigma, 1:1000). Para la confirmacion de las proteinas
identificadas por espectrometria de masas, se utilizO como control el anticuerpo a-histona
H4K20me3 (Abcam, 1:1000) y el anticuerpo a-fibrilarina (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
1:3000), y se capturaron en el fotodocumentador Chemi-Doc XRS (BIO-RAD).
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8.10 Identificacion de proteinas por espectrometria de masas (IMS-
DIA-MS)

Las eluciones obtenidas del ensayo de Pull-Down, se cargaron en un gel SDS-PAGE y
se dejaron correr aproximadamente 0.7-1 cm. Después, el gel se tifid con Coomassie® Brilliant
blue G 250 compatible con espectrometria de masas en un recipiente de vidrio previamente
lavado con solucion crémica. Todos los reactivos utilizados para preparar los geles de
poliacrilamida, la solucién de Coomassie y la solucion destefiidora, se filtraron y esterilizaron
previamente para evitar la contaminacion de las muestras. Posteriormente, el gel se envio en la
Unidad de Gendmica, Protedmica y Metabolomica LaNSE-Cinvestav para su andlisis por
espectrometria de masas con ionizacion por movilidad i6nica (IMS) y adquisicién de datos
independiente (DIA), también conocida como IMS-DIA-MS (lon Mobility Spectrometry-Data
Independent Acquisition-Mass Spectrometry). Esta técnica separa proteinas en fase gaseosa
antes de su analisis en el espectrometro de masas, lo que aumenta la sensibilidad y la resolucién.
Ademas, la técnica de adquisicion independiente de datos (DIA), proporciona una identificacion
mas completa de proteinas en la muestra en comparacion con otras técnicas de adquisicion de
datos (Krasny et al., 2021).

8. 11 Analisis in silico de las proteinas identificadas en los ensayos de

Pull-Down

Una vez identificadas las proteinas de interés, se procedié a realizar un analisis
ontoldgico exhaustivo para clasificar las proteinas con base en su funcion molecular, proceso
bioldgico, y localizacion celular. Este andlisis se llevo a cabo utilizando las bases de datos
AmoebaDB (https://amoebadb.org/amoeba/app/), PantherDB (http://www.pantherdb.org/) y
Uniprot (https://www.uniprot.org/). Adicionalmente, se llevé a cabo un analisis de interacciones
utilizando la herramienta STRING versién 12.0 (https://version-12-0.string-db.org/), para
determinar las posibles asociaciones y relaciones entre las proteinas identificadas con un valor
de confianza de 0.150. Esta estrategia nos permitié obtener una vision mas completa y detallada

de cdmo estas proteinas interactlian entre si.
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9. RESULTADOS
9.1 Analisis in silico de la secuencia de aminoacidos de la proteina
EhMyb10

El transcrito del gen enmyb10 tiene una longitud de 459 pb, lo que coincide con la
longitud de su secuencia gendmica. Esta correspondencia indica que el gen no contiene intrones.
A partir de su secuencia de mRNA, se sintetiza una proteina compuesta por 152 aminoéacidos,
con un PM estimado de 17.9 kDa y un punto isoeléctrico (pl) de 9.86. Esto significa que en un
entorno con un pH cercano a 9.86, la carga neta de la proteina es igual a cero, lo cual es
importante determinar, ya que puede tener implicaciones en su solubilidad, interacciones con
otras moléculas, procesos de purificacion y su comportamiento en diferentes entornos

bioldgicos (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas del gen y la proteina EnMyb10

Gen ehmyb10
Tamafio de la secuencia genémica 459 pb
Tamafio del transcrito (MRNA) 459 pb
NUmero de intrones 0

Proteina

Tamafio de la proteina (aminoécidos) 152 aa
Peso molecular (PM) 17.9 kDa
Punto isoeléctrico (pl) 9.86

Tabla elaborada a partir de datos obtenidos de las bases de datos AmoebaDB y Expasy.

9.2 Anélisis de PTMs de EnMyb10

Las PTMs desempefian un papel crucial en la regulacion de la actividad biologica de las
proteinas. Por lo tanto, con el objetivo de comprender mejor las caracteristicas de EhMyb10, se
realizd un analisis para determinar las PTMs que presenta esta proteina, como fosforilaciones,

ubiquitinaciones y SUMOQilaciones como ocurre en la proteina c-Myb.
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Los andlisis bioinformaticos revelaron que 14 residuos de amino&cidos son susceptibles

a fosforilacion. De estos, 10 corresponden a residuos de serina, 2 a treonina, y 2 a tirosina (Tabla

7y Fig. 16). La fosforilacion de estos residuos es comun en las proteinas Myb y desempefia un

papel importante en la regulacion de su actividad. En el caso de EnMyb10, se observo que los

residuos de serina son los mas propensos a ser fosforilados. Esto puede tener un impacto en la

interaccion de EhMyb10 con otros componentes de la maquinaria de transcripcion, su capacidad

de unirse al DNA y su estabilidad.

Tabla 7. Aminoacidos susceptibles a fosforilacion en EnMyb10

Residuo Posicion Cinasa Puntaje Umbral
NNDTYNYSI 12 - 0.73 0.5
NYSITYKSE 17 PKC 0.88 0.5
YSITYKSEK 18 - 0.51 0.5
ITYKSEKVK 20 PKC 0.90 0.5
FGEKSWVEV 52 CKll 0.58 0.5
KFVGTRSRK 62 PKC 0.86 0.5
VGTRSRKQC 64 PKC 0.70 0.5
KRPWSSEED 86 CKil 0.62 05
RSK 0.50
RPWSSEEDE 87 CKll 0.61 0.5
GSKWSEISK 105 PKC 0.72 05
cdc2 0.50
WSEISKKLS 108 PKC 0.64 0.5
SKKLSGRTA 112 PKC 0.59 0.5
YKALSIRNK 127 PKC 0.86 0.5
RNKLSCFIE 133 PKA 0.54 0.5

Tabla elaborada con datos obtenidos del servidor NetPhos 3.1 (2023).
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Figura 16. Residuos potenciales de fosforilacion en la secuencia de aminoacidos de EnMyb10. Se utilizé el

predictor NetPhos 3.1 Server - DTU para identificar fosforilaciones en EnMyb10. Punto de corte 0.5.

Por otro lado, los resultados del analisis utilizando el servidor BDM-PUB, revelaron que
EhMyb10 posee 7 sitios potencialmente susceptibles a ubiquitinacion, los cuales corresponden
a residuos de lisina (Tabla 8). Estos hallazgos sugirieron que la ubiquitinacién podria ser un
mecanismo de regulacién para EnMyb10, al igual que ocurre con su homdlogo c-Myb. Por tanto,
el proceso de ubiquitinacion puede desempefiar un papel importante en la regulacién de la
estabilidad y degradacion de EnMyb10 por el sistema de ubiquitina-proteasoma, asegurando asi

su nivel adecuado y actividad funcional en la célula.

Tabla 8. Sitios predichos de ubiquitinacion en EnMyb10

Motivo Posicion Puntaje Umbral
15-SITYKSEKVKKQRKA-29 22 2.66 0.3
17-TYKSEKVKKQRKAGI-31 24 1.90 0.3
18-YKSEKVKKQRKAGIA-32 25 1.00 0.3
21-EKVKKQRKAGIAWRK-35 28 1.83 0.3
59-FVGTRSRKQCRERFI-73 66 1.43 0.3

96-GYYHHGSKWSEISKK-110 103 0.47 0.3
103-KWSEISKKLSGRTAR-117 110 1.42 0.3

Tabla elaborada con datos obtenidos de BDM-PUB (2023). La lisina (K) se muestra en color en rojo ya que es el
residuo que se ubiquitina.
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Por ultimo, se determind si la secuencia de aminoacidos de EnMyb10 posee sitios
susceptibles a SUMOilacion (Small Ubiquitin-like Modifier). En el caso de EhMyb10, se
identificaron cinco sitios que podrian ser susceptibles a SUMOilacion, pero con una baja
probabilidad (Fig. 17, Tabla 9). Esto indica que estos sitios tienen caracteristicas estructurales

o secuenciales que los hacen potencialmente reconocibles por el sistema de SUMOilacion.

I MNVIIZQNNDTIYNYSITYRSEIIVIIRCOCRRAGCIAWRKIZIDORLLRGVEIMEFGIRKSWVEVAREV €0

Figura 17. Residuos susceptibles a SUMOilacion. Se utilizaron los predictores JASSA V4 para identificar
SUMOilaciones en EnMyb10. Los rectangulos verticales indican los sitios susceptibles a SUMO en la secuencia
de aminoéacidos de EnMyb10. El color Azul indica una baja probabilidad y el Rojo indica una alta probabilidad de
los sitios con posible susceptibilidad a SUMO utilizando un valor de corte de PSmax =38.183 | Corte=0.269.

Tabla 9. Sitios predichos de SUMOilacion en EnMyb10

Motivo Posicion Score
29-AGIAWRKEEDQKLL-42 35 0.44
77-IDPGIDKRPWSSEE-90 83 0.39
22-KVKKQRKAGIAWRK-35 28 0.27

Tabla elaborada con datos obtenidos de SUMOplot™ Analysis Program (2023). La lisina (K) se muestra en color
en rojo ya que es el residuo que se SUMOQila.
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9.3 Andlisis de las regiones desordenadas de EhMyb10

Las regiones desordenadas (IDPs, del inglés Intrinsically Disordered Protein Regions)
son segmentos en la secuencia de la proteina que no tienen una estructura tridimensional
definida. Estas regiones carecen de una conformacion estable y adoptan multiples
conformaciones en funcion de su entorno o de las interacciones que establecen con otras
moléculas. Debido al papel que desempefia EhMyb10 como FT, se evalud la presencia de
regiones desordenadas a traves de los predictores PrDOS y IUPred2A. EhMyb10 presenta
regiones desordenadas en los extremos amino (1-32 aa) y carboxilo terminal (142-152 aa.) (Fig.
18). Estos resultados sugirieron que EhMyb10 tiene la capacidad de interactuar con otras

proteinas y, por lo tanto, desempefiar diferentes funciones celulares.
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Figura 18. Prediccion de regiones intrinsecamente desordenadas en EnMyb10. Prediccion de las regiones
desordenadas a través del Predictor PrDOS. La linea punteada representa la secuencia de EhMyb10, y la roja
representa el umbral de prediccion (mayor a 0.5).

Por altimo, utilizando los datos obtenidos y basandonos en la estructura tridimensional
de la proteina, se realiz6 una representacion esquematica de la ubicacion potencial de las PTMs
y las IDPs en el factor de transcripcién EnMyb10 a través de las herramientas PyMOL y DOG
2.0 (Fig. 19).
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Figura 19. Proteina EhMyb10: estructura tridimensional y modificaciones postraduccionales. A) Estructura
tridimensional de EhMyb10 obtenida por ALPHA-FOLD y modificada en PyMOL. Los repetidos R2 y R3 que se
muestran en color azul conformados por tres a-hélices (a1, a2 y a3) cada uno. También se muestran los residuos
donde se predicen sus modificaciones post-traduccionales. B) Representacion esquematica de EhMyb10 donde se
indican en amarillo las IDPs (RD), los sitios de fosforilacion (P) y ubiquitinacion (Ub) y SUMOilacién (S). Las
cajas en azul indican los repetidos R2 y R3.
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9.4 Andlisis del interactoma in silico de EnMyb10

Las interacciones de proteinas con el FT EhMyb10 se determinaron mediante un analisis
de interactoma en el servidor de STRING. Se observo que EhMyb10 interactla principalmente
con proteinas relacionadas con la transcripcion, lo cual concuerda con su funcion como FT (Fig.
20). De manera interesante, EnMyb10 también interacciona con proteinas involucradas en
eventos de splicing, organizacion de la cromatina y ubiquitinacion. Esta amplia gama de
interacciones sugiere un posible papel de EnMyb10 en eventos cotranscripcionales, y ademas
fortalece los hallazgos de residuos susceptibles a ubiquitinacion y SUMOilacién (Tabla 8y 9,
Fig. 17).
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Figura 20. Interactoma in silico de EhMyb10. Interactoma obtenido mediante la herramienta STRING
empleando un puntaje de interaccion de confianza media (0.400) como valor de corte y un nimero maximo de no
mas de 10 interactuantes. Las esferas representan a las proteinas que interaccion con EnMyb10 (naranja) y que
participan en diversos procesos: Transcripcion (verde), splicing (azul), organizacion de la cromatina (morado),
modificacion postraduccional (rojo), y otras (amarillo). Nimero de nodos: 41, nimero de aristas: 265, valor p de
enriquecimiento PPI< 10e-16.
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Entre las proteinas que interactiian con EnMyb10 (Tabla 10), se encontro a la proteina

de 2 repetidos EnCDC5-like. En otros organismos esta proteina funciona tanto en regulacién

transcripcional como en el proceso de splicing. Asimismo, EhMyb10 interactda con otras

proteinas que participan en el splicing por ejemplo: el pre-factor de splicing del mMRNA SYF1,

proteina que contiene dominio WD, helicasas, proteina que contiene el dominio helicasa

DNA2/NAM7, proteina de control del ciclo celular cwf12, proteina U5 snRNP especifica, factor

de splicing 3a subunidad 2, proteina de dominio SKIP/SNW, factor de splicing 3A subunidad

3, pre-factor de splicing del mMRNA PRP46, proteina crooked neck, y el pre-factor de splicing

del mRNA, que estan involucradas en el procesamiento y el ensamblaje del spliceosoma y en

el reconocimiento del sitio de splicing en el mMRNA.

Tabla 10. Anotacién y funcion molecular de las proteinas que se predice que interactian con EnMyb10

Gen ID Anotacion
Splicing
EHI_073300 Pre-factor de splicing del mMRNA SYF1
EHI_126260 Proteina que contiene dominio WD
EHI_122790 Helicasa, putativa
EHI_200000 Proteina que contiene el dominio helicasa DNA2/NAM7
EHI_187260 Proteina de control del ciclo celular cwf12, putativo
EHI_021380 Proteina U5 snRNP especifica
EHI_045170 Proteina U5 snRNP especifica, putativa
EHI_148930 Helicasa, putativa
EHI_117940 Factor de splicing 3a subunidad 2, putativo
EHI_000550 Proteina que contiene un dominio de union al DNA similar a Myb
EHI_199600 Proteina de dominio SKIP/SNW
EHI_038600 Factor de splicing 3A subunidad 3, putativo
EHI_027560 Pre-factor de splicing del mRNA PRP46, putativo
EHI_ 175230 Proteina crooked neck
EHI_013330 Pre-factor de splicing del mRNA, putativo
EHI_153530 Pre-factor de splicing del mMRNA PRP46, putativo
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Transcripcion

EHI_050980 Proteina gue contiene un dominio tipo TFIIB
EHI_108470 Factor de iniciacién de la transcripcion TFIID subunidad 2
EHI_184680 Factor de iniciacién de la transcripcion TFIID subunidad 8
EHI_023040 Proteina gque contiene el dominio de proteina similar a TAFI128
EHI_093770 Proteina de bromodominio, putativo
EHI_105280 Factor de iniciacién de la transcripcion TFIID subunidad 10
EHI_137090 Subunidad TFIID, putativo
EHI_198960 Factor de iniciacion de la transcripcion TFIID subunidad 5, putativo
EHI_197110 Subunidad del complejo proteico activador de sSnRNA, putativo
Remodelacion de la cromatina
EHI_067880 Proteina que contiene un dominio de tipo C2H2
EHI_151300 Regulador transcripcional de la familia Sir2, putativo
EHI_142000 Histona acetiltransferasa
EHI_020290 Proteina que contiene un dominio WD
EHI_192950 Proteina que contiene un dominio WD
EHI_119320 Histona desacetilasa
EHI_031370 Proteina que contiene el dominio helicasa C-terminal
Modificacién postraduccional
EHI_170060 Proteina similar a la ubiquitina
EHI_147470 Proteina de la familia de enzimas conjugadoras de ubiquitina
EHI_004850 Enzima activadora de la ubiquitina, putativa
EHI_035540 Subunidad de la enzima activadora de SUMO
EHI_178500 Proteina de la familia de enzimas conjugadoras de ubiquitina
Biogénesis de la subunidad grande ribosomica
EHI_ 154230 Proteina con dedos de zinc 622, putativo
Protedlisis
EHI_175020

Peptidasa, putativo (proteina 2G4 asociada a la proliferacion, putativa™)

~ De acuerdo a los ortdlogos de la misma familia en la base de datos AmoebaDB. Tabla elaborada con datos
obtenidos del servidor STRING, AmoebaDB y PantherDB (2023).
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Por otro lado, EnMyb10 interactda con proteinas de la remodelacién de la cromatina,
tales como: la proteina con dominio C2H2, histona acetiltransferasa, Sir2, histona desacetilasa,
proteinas con dominio WD y proteina con dominio helicasa C-terminal.

Estos resultados sugirieron la participacion de EhMybl0 en la regulacion
cotranscripcional y en la remodelacion de la cromatina. Asimismo, que EhMyb10 puede estar
sujeto a regulacion a traves de procesos de ubiquitinacion y SUMOQilacion.

9.5 Andlisis de GO de las proteinas que interactian con EnMyb10

En el analisis de GO del interactoma de EhMyb10, se identificd que el 15% de las
proteinas estan involucradas en la remodelacion de la cromatina, lo que implica su contribucion
en la modificacion de la estructura y accesibilidad del DNA. EI 42.5% participa en splicing
(G0:1990935), mientras que el 25% esta relacionado con la transcripcion (GO:0016563), lo que
sugiere la participacion de EhMyb10 en eventos cotranscripcionales. Por ultimo, el 12.5% de
las proteinas tienen una funcién de unién a proteinas (GO:0005515), lo que sugiere su
interaccion con otras moléculas para desempefiar roles especificos en procesos biolégicos (Fig.
21)

2.5%
12.5% Factores de splicing
Factores de transcripcion
Remodelacion dela cromatina
42.5%
15% Unién a proteinas (PTMs)

Actividad metaloexopeptidasa

Actividad de translocasa de DNA

25%

Figura 21. Anélisis de GO por funcién molecular del interactoma de EhMyb10. Gréfica de pastel con la
distribucion de las proteinas asociadas a EnMyb10 clasificadas por funcion molecular a través del programa Panther
DB.
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Cuando las proteinas se analizan por proceso bioldgico, un 34.2% de estas proteinas
desempefian un papel principal en el procesamiento del MRNA (G0O:0006397); un 10.5% esta
implicado en la iniciacion de la transcripcion (GO:0006352), mientras que un 7.9% se relaciona
con la desacetilacion de histonas (GO:0016575). Ademas, se encontré que un 5.3% de las
proteinas esta involucrado en la generacion del spliceosoma (GO:0000387), el ensamblaje del
complejo de preiniciacion, la regulacion de la transcripcién, el ciclo de la ubiquitina
(GO:0006512) y la organizacion de la cromatina (GO:0006325). Por lo tanto, el GO por proceso
bioldgico del interactoma de EnMyb10, revel6 una amplia diversidad de funciones moleculares

desempefiadas (Fig. 22).
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Figura 22. Anélisis de GO por procesos bioldgicos del interactoma de EnMyb10. Gréfica de pastel con la
distribucion de las proteinas asociadas a EhMyb10 clasificadas por procesos bioldgicos a través del programa
PantherDB.

61



SEun e TESIS

Entamoeba histolytica

9.6 Andlisis de expresién de EhMyb10 y su interactoma en condiciones

de Colonizacién/Invasion intestinal y Virulencia.

Para analizar los cambios de expresion de los genes que codifican para las proteinas que
se asocian con EhMyb10, se utilizaron los transcriptomas reportados en la base de datos
AmoebaDB por Gilchrist y cols 2006. Durante la colonizacion/invasion intestinal, se observaron
genes gque aumentan su expresion en comparacion con la condicion basal (EHI_038600,
EHI_050980 EHI_073300, EHI_091460, EHI_093770, EHI_151300, EHI_184680,
EHI_199600). Estos genes presentan un patrén de expresion similar a ehmyb10 y sus productos
proteicos tienen funciones relacionadas a la transcripcién, splicing, remodelacion de la
cromatina, y ubiquitinacion. En la Tabla 8 se desglosa la anotacion y posible funcién de estos
genes. Por otro lado, se observd un descenso de la expresion de ehmybl0 en el dia 29 de la
colonizacion intestinal (Fig. 23). Las proteinas con las que interactta EhMybl0 estan
involucradas en eventos cotranscripcionales, por lo que es plausible inferir que EnMyb10 podria
estar también involucrada en estos procesos, influyendo en la formacion de complejos
multiproteicos en el sitio de inicio de la transcripcién, afectar la unién del MRNA a las proteinas
del splicing, o estar implicada en la remodelacion de la cromatina.

Asimismo, cuando se analizan los niveles de expresion en diferentes condiciones de
virulencia, se observo que ehmyb10 presenta una expresion alta en cepas virulentas en explante
de colon por Weber y cols 2016. Al igual que en la colonizacion intestinal, se observaron genes
con patrones de expresion similares a EhMyb10 (EHI_199600, EHI_020290, EHI_153530,
EHI_021380, EHI_184680, EHI 013330, EHI_148930, EHI 093770, EHI 147470,
EHI_091460, EHI_137090, EHI_067880, EHI_119320, EHI_000550 y EHI_122790). En la
Tabla 8 se desglosa la anotacion y posible funcion de estos genes. Las proteinas que son
codificadas por estos genes estan relacionadas a la transcripcién, splicing, remodelacion de la
cromatina, y ubiquitinacion; por tanto, se puede inferir que participan en la regulacion de genes
especificos relacionados con la virulencia y la colonizacion intestinal. Esta regulacion
coordinada podria ser esencial para la adaptaciéon y virulencia de la amiba en el ambiente
intestinal (Fig. 24).
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Figura 23. Cambios en la expresion de los genes que codifican para las proteinas que interactian con
EhMyb10 en un modelo murino. Mapa de calor que representa los niveles de expresion obtenidos de los analisis
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de transcripcién reportados en AmoebaDB durante la interaccién de trofozoitos con un modelo murino (Gilchrist,

et al., 2006), y construido mediante la herramienta Heatmapper (http://www.heatmapper.ca./expression/).
EhMyb10 es sefialado con un asterisco, mientras que los corchetes indican las proteinas que presentan un patron
de expresion similar a EnMyb10.
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Figura 24. Cambios en la expresion de los genes que codifican para las proteinas que interactian con
EhMyb10 en diferentes condiciones de cultivo. Mapa de calor que representa los niveles de expresion obtenidos
de los andlisis de transcripcion reportados en AmoebaDB en diferentes condiciones relacionadas con virulencia
(Weber et al., 2016), y construido mediante la herramienta Heatmapper (http://www.heatmapper.ca./expression/).
EhMyb10 es sefialado con un asterisco, mientras que los corchetes indican las proteinas que presentan un patron
de expresidn similar a EhMyb10.
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9.7 Expresion de EnMyb10r
9.7.1 Restriccién y PCR del gen ehmyb10

En el laboratorio de la Dra. Elisa Azuara, se contaba con un plasmido denominado
pGEX-EhMyb10, el cual tiene clonada la secuencia codificante del gen ehmyb10, y permite
expresar de manera recombinante a la proteina EnMyb10, fusionada a un tag de GST. Para ello,
primeramente, se verifico que el plasmido contuviera al gen ehmyb10, por lo que se analiz
empleando enzimas de restriccion y un ensayo de PCR. Las enzimas de restriccion BamHI y
Xhol, permitieron la liberacion de un inserto de 459 pb, correspondiente al tamafio del gen
completo, indicando que el plasmido contaba con el gen ehmyb10 (Fig. 25A). Posteriormente,
se corrobord la amplificacion del gen completo mediante oligonucledtidos especificos y se
obtuvo un amplicon de 459 pb. En este ensayo se incluyd, como control, positivo al plasmido
pKT3M-EhMyb10, que contiene al mismo gen, pero en otro vector. En conjunto, estos
resultados respaldan la idoneidad del plasmido para la expresion de la proteina EnMyb10r en

los siguientes experimentos (Fig. 25B).
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Figura 25. Verificacion del plasmido pGEX-EhMyb10. A) Digestion de los plasmidos pGEX-6P-1 y pGEX-
EhMyb10 con las enzimas de restricciéon BamHI y Xhol. “+”; restriccion; “-”, sin restriccion. B) Ensayo de PCR
de los plasmidos pGEX-EhMyb10 y PKT3M-EhMyb10. Carril 1, pGEX-EhMyb10; Carril 2, PKT3M-EhMyb10
(control +); Carril 3, control sin DNA plasmidico. M; marcador de 1kb. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Las
flechas indican el tamafio en pb del gen ehmyb10.
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9.7.2 Induccion de la proteina EhMyb10r en células de E. coli

BL21
Después de verificar la integridad del plasmido pGEX-EhMyb10, se procedid a inducir

la expresion de la proteina EnMyb10r en células E. coli BL21 por medio de IPTG. Al analizar
el patron de proteinas en las bacterias transformadas con el plasmido pGEX-EhMyb10, se
observo la presencia de una banda de 43 kDa en la muestra inducida, que coincide con el peso
tedrico esperado para la proteina fusionada con GST (18 + 25 kDa) (Fig. 26A). La identidad de
la proteina, se confirmé mediante un ensayo de WB, utilizando un anticuerpo a-GST especifico,
el cual reconocio6 también a la banda de 43 kDa (Fig. 26B). En las bacterias transformadas con
el vector vacio (pGEX-6P-1), se observo la presencia de una banda de 25 kDa, correspondiente
a la etiqueta de GST, la cual también fue reconocida con el anticuerpo a-GST, y se utilizé como
control en los diferentes ensayos. En conjunto, estos resultados muestran la estandarizacion de

las condiciones para la expresion de las proteinas GST y EhMyb10r.

A B
pGEX-6P-1  pGEX-EhMybl10 PGEX-6P-1  pGEX-EhMyb10
M - = i + PTG ImM D4 - T - + IPTG ImM
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100 100 —

75 7571

50 50—
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37
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37

Figura 26. Expresion de la proteina EnMyb10r. A) Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 10% tefiido
con Coomassie® Brilliant blue G 250 de los extractos de E. coli de la cepa BL21, transformada con los plasmidos
e inducida. El signo (-) representa los cultivos bacterianos sin inducir; el signo (+) representan los cultivos después
de 24h de induccion con IPTG 1 mM. B) WB con el anticuerpo a-GST. M, representa el marcador molecular. Se
utilizé como control al vector vacio que solo expresa la etiqueta de GST de ~25 kDa. Las fechas indican el PM de
las proteinas inducidas.
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Una parte esencial para llevar a cabo los ensayos de Pull-Down, es contar con la proteina
EhMyb10r en forma soluble. Por tanto, se evalu6 la solubilidad de la proteina obtenida durante
el proceso de induccion y purificacion. El andlisis de las fracciones solubles e insolubles, revelo
que la proteina se encontraba mayoritariamente en la fraccion insoluble (Fig. 27A). No obstante,
al utilizar un tampon que contenia triton al 0.5%, se solubiliz6 una parte de la proteina, lo cual
se evidencié mediante WB al emplear el anticuerpo a-GST como bandas de 25 y 43 kDa, que
contienen en las fracciones solubles las proteinas GST y EhMyb10r, respectivamente (Fig.
27B).
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Figura 27. Andlisis de la solubilidad de EnMyb10r obtenida de lisados bacterianos. A) Electroforesis en geles
de poliacrilamida-SDS al 10% tefiido con Coomassie® Brilliant blue G 250 de las fracciones solubles e insolubles.
“FI”, representa la fraccion insoluble, y “FS” la fraccion soluble. B) WB de la fraccion soluble con el anticuerpo
a-GST. Se utilizé como control al vector vacio que solo expresa la etiqueta de GST de 25 kDa. Las fechas indican
el PM de las proteinas inducidas. M, corresponde al marcador molecular.

67



TESIS

Entamoeba histolytica

9.7.3 Purificacion por cromatografia de afinidad de EnMyb10r

Una vez corroborado que EhMyb10 se encontraba soluble, se purificé a través de

cromatografia de afinidad utilizando una resina de sepharosa-glutation. La proteina EhMbyb10r

se observo en el eluido 1, no asi en los lavados de la resina (Fig. 28A), mientras que la proteina

GST se observé en los tres eluidos (Fig. 28B). Por lo tanto, la cromatografia de afinidad permitio

obtener a las proteinas recombinantes con suficiente pureza, ya que no se observaron bandas

adicionales. Los resultados obtenidos permitiran la caracterizacion y el analisis del interactoma,

utilizando la proteina EnMyb10r y andlisis de Pull-Down.
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Figura 28. Purificacién de EnMyb10r y GST. Electroforesis SDS-PAGE al 10% tefiida con Coomassie®
Brilliant blue G 250 de las diferentes fracciones del proceso de purificacion de A) EnMyb10r y B) GST. Carril
FNU, corresponde a la fracciéon no unida a la resina; Carril RSL, resina antes de ser lavada; Lavados 1-3,
corresponde a una muestra de cada lavado; Eluidos 1-3, corresponde a una muestra de cada eluido; Carril RL,
resina después de la elucién; M, corresponde al marcador molecular. Las flechas indican los pesos moleculares de

las proteinas purificadas.

9.8 Fraccionamiento subcelular de proteinas de E. histolytica

Para poder realizar la interaccion de EhMyb10r con las proteinas nucleares de E.

histolytica, se realiz6 un fraccionamiento subcelular de acuerdo a Schreiber et al. (1989).

En

el fraccionamiento subcelular, se obtuvieron 3 fracciones distintas: fraccion citoplasmatica,

fraccion nuclear soluble, y nuclear insoluble. Una parte del lisado se guardo como extracto total.

Cada fraccion representa un subconjunto de proteinas enriquecidas. Es importante mencionar

qgue, aungue la técnica de fraccionamiento subcelular enriquece los diferentes extractos

obtenidos, algunas proteinas se localizan en méas de una fraccion.
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Las fracciones obtenidas se analizaron mediante un gel SDS-PAGE, en el cual se

observaron bandas diferenciales para las tres fracciones subcelulares (Fig. 29A). Asimismo, se

realizd un analisis de WB para confirmar el enriquecimiento de cada fraccion. Para ello, se

utilizaron anticuerpos especificos para detectar proteinas de cada una de las fracciones como se

describid previamente.

El anticuerpo a-histona H4K20me3, reconocié a la histona H4 en la fraccion nuclear

soluble con un PM alrededor de los 48 kDa, asi como otra banda de ~27 kDa. También se

detect6 una banda menos enriquecida en la fraccion nuclear insoluble de ~ 35 kDa (Fig. 29B).

Se ha reportado, en la base de datos (AmoebaDB), que la histona H4 de E. histolytica tiene un

PM de 12.9 kDa, sin embargo, las histonas experimentan diversas PTMs y forman complejos

de multimeros, o agregados lo que puede modificar su PM detectado en un WB.

Por otro lado, utilizamos un anticuerpo a-CP112 que reconoce a una proteasa

citoplasmatica y otra de superficie. Se observd inmunodeteccion solo en la fraccion total, al

detectar dos bandas de ~38 y 35 kDa y en la fraccion citoplasmatica una banda de ~25 kDa

(Fig. 29C). Estas diferencias de pesos moleculares pueden deberse a que la CP112 se sintetiza

como zimdgeno en forma inactiva, y requiere de la escision proteolitica para activarse. Por

tiltimo, utilizamos el anticuerpo a-actina como control de carga, ya que es una proteina presente

en una variedad de compartimentos subcelulares. Observamos diferentes bandas en las tres

fracciones celulares, con PM aproximados de 125, 55 y 38 kDa (Fig. 29D).
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Figura 29. Fraccionamiento subcelular de proteinas de E. histolytica. A) SDS-PAGE en gel al 12% tefiido con
Coomassie® Brilliant blue G 250. B) Inmunodeteccién empleando los anticuerpos a-histona H4K20me3 (1:100),
C) 0-CP112 (1:2500). D) a-actina (1:1000). LT, lisado total; FC, fraccion citoplasmatica; FNS, fraccion nuclear
soluble; FNI, fraccién nuclear insoluble. M corresponde al marcador molecular.
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Estos reconocimientos se deben a la presencia de diferentes isoformas producto de
multiples genes codificantes para actina en este parasito. Debido al enriquecimiento de proteinas

nucleares solubles, empleamos esta fraccion celular en los ensayos de Pull-Down.

9.9 Ensayo de Pull-Down con la proteina EnMyb10r

Para identificar a las proteinas que interacttan con la proteina EnMyb10, se realizé un
ensayo de Pull-Down, utilizando a EnMyb10r y extractos nucleares solubles de E. histolytica.
Para este ensayo, las proteinas purificadas se acoplaron a la resina para interaccionar los
extractos nucleares. Durante el proceso, se recolectaron varias fracciones, las cuales fueron
analizadas por SDS-PAGE, y tefiidas con Coomassie® Brilliant blue G 250 (Fig. 30Ay B). En
las muestras eluidas de la interaccion de EnMyb10r, se observaron bandas diferenciales, cuyos
pesos moleculares oscilaban entre 16-60 kDa (Fig. 30B).

Para aumentar la sensibilidad y visualizar proteinas en baja cantidad en el gel, se realiz6
una tincion con plata que evidencié bandas de 18, 23 y 38 kDa en la condicién de EhMyb10
(Fig. 30C). Este experimento, se realizd por duplicado mostrando patrones reproducibles, tanto
para EhMyb10 como para GST. Por lo tanto, los resultados obtenidos sugirieron una interaccion

especifica entre EnMyb10 y proteinas nucleares de E. histolytica.

9.10 Identificacion de las proteinas que interactian con EnMyb10r por

espectrometria de masas (IMS-DIA-MS)

Las diluciones obtenidas de los ensayos de Pull-Down, se concentraron mediante
electroforesis SDS-PAGE en gel al 12%, y se mandaron analizar mediante IMS-DIA-MS en la
Unidad de Genomica, Protedmica y Metabolémica LaNSE-Cinvestav. En estos analisis, se
identificaron 122 proteinas en las muestras del ensayo de Pull-Down del control de GST, y 192
proteinas en las muestras de EnMyb10. Interesantemente, 93 proteinas fueron especificas de
EhMyb10 (Fig. 31).
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Figura 30. Ensayo de Pull-Down. Corrimiento electroforético en SDS-PAGE en gel al 12% de A) Fracciones
obtenidas del ensayo de Pull-Down de EhMyb10 y GST. FNU, fraccion no unida a la resina; RSL, resina sin lavar;
L1 y L2, lavados. B) Primera elucién. Los geles se tifieron con Coomassie® Brilliant blue G 250. C) Primera

elucion tefiida con plata. Las bandas diferenciales se sefialan con cabezas de flecha con el PM aproximado. M
corresponde al marcador de PM.
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Cabe destacar que, durante el andlisis, se identificaron isoformas de proteinas

codificadas por diferentes genes (ejemplo: EHI_182990 y EHI 188730 que codifican para

histona H2B) y que comparten el mismo nimero de acceso en UniProt. Por otro lado, con

relacién a la cobertura de las secuencias de las proteinas identificadas, se obtuvo un rango de

2.13-42.71. Asimismo, el rango de péptidos identificados fue de 2-34, y el de péptidos digeridos
de 7-123 (Tabla 11).

23
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a EhMyb10

Figura 31. Diagrama de Venn de proteinas identificadas mediante espectrometria de masas (IMS-DIA-MS)
de EhMyb10 y GST. El Diagrama de Venn representa las proteinas que coinciden en ambas muestras, y las
proteinas especificas de GST y EhMyb10.

Tabla 11. Listado de proteinas que interaccionan con EhMyb10r identificadas por espectrometria de
masas (IMS-DIA-MS)

Péptidos  Cobertura de
Gene ID Anotacion PM (kDa) Iidentificados lasecuencia  yniprot ID
/digeridos (%)
EHI_062510 Proteina con dominio SUN * 40.8 10/29 8.86 C4M1IN7
EHI_092620 Espermidina sintasa™" 47.1 11/41 6.02 C4LV22
EHI_118840 Fibrilarina, putativa 32.7 9/28 15.08 C4LYN2
EHI_122840 Subunidad Mu, isoforma b * 40.5 10/27 2.29 AO0ABUOWQ59
EHI_137090 Subunidad TFIID, putativa 20 3/21 10.34 C4AM5Y7
Subunidad del complejo 3 de
EHI_083430 98.5 18/110 6.2 B1N424

proteina relacionada con el
adaptador (AP-3), putativa
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EHI_00d91g ~ Subunidad 2 del complejo 53.9 10/30 3.28 C4MO86
condensina
Proteina de ribonucleoproteina
EHI_174240 nucleolar pequefa U3 IMP4, 13.7 3/7 12.71 Camz71
putativo *
EHI_167310 Grainin 2 24.2 8/23 21.6 AOABUOWPUS5S
EHI_ 111720 Grainin 2 14.4 5/13 23.81 BIN3T3
EHI_012510 Proteina con dominio PH " 94.4 14/67 7.4 C4LTN8
EHI 125880 Proteina con dominio metalo-beta- 10/17 856 CALVX4
- lactamasa 29
Proteina con dominio SET y
EHI_069080 MYND * 52.6 12/39 07.08 C4LWJ8
Proteina que contiene el dominio
EHI_ 152970 PB1 " 253 4/18 24.09 C4LS90
EHI_195100 Proteina con dominio Brix * 33.9 3/25 05.05 B1N3M3
EHI_038960 Proteina con dominio LisH " 61.8 10/46 15.81 C4LZR8
EHI_069560  Proteina con dominio MRH ™ 23.2 8/18 11.59 C4LWP4
EHI_101240  Proteina con dominio nucleasa * 96.3 26/99 18.86 C4M8B5
EHI_029090 Proteina DEK * 28.9 8/21 15.51 C4M4AWG
EHI_005657 Chaperona Clpb * 97.8 23/100 8.2 B1N4V0
Proteina que contiene dominio de
EHI_174650 . N 91.8 17/79 3.67 C4LZLo
- dinamina
EHI 112830 Proteina que contiene un dominio 23.3 2/23 7.92 CAMIM?2
- similar a la nucleoplasmina *
EHI 129960 Metiltransferasa, proteina de la 38 231 19.46 CAMER?
- familia YaeB/AF_0241 * ' >
Proteina que contiene dominio 99.7 34/123 24.85 CAMOAS
EHI_005150 Tudor * : :
EHI_153260 Proteina YIF1A * 30.6 6/15 21.89 C4LSB8
EHI 191090 Proteina de dlferenA(ilauon celular 6/20 19.12 BIN534
- rcdl 28.8
Péptido formador de poros
EHI_194540 amebaporo B, EH-APP B 10.8 4/10 42,71 Q24824
EHI_147740  Serina/treonina quinasa, putativa 13.7 4/14 10.53 B1N4DO*
EHI_147850  Serina/treonina quinasa, putativa 13.7 4/14 10.53 B1N4DO*
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EHI 024450  Froteinatirosina fosfatasa, 9/26 17.25 C4MOI7
- putativa 40.2
EHI_148900 Proteina quinasa, putativa 55.5 13/42 10.44 C4ALTS57
EHI_015260 Proteina actlvadora_ de GTPasa 321 19.87 CAMOWA
Rab, putativa 35.2
Proteina que contiene dominio
EHI_022860 RhOGAP 70.4 10/58 3.54 C4LUJ9
Reparacion de ruptura de doble
EHI_174570 cadena de DNA Rad50 ATPasa ™ 28.4 5/53 6.44 C4LZK5
EHI_168400 {RNA (Guanina-N(1)-)- 5/23 15.87 C4M4Q0
metiltransferasa TRM10 32.4
EHI_152460 Histona-arginina N- 7/30 213 CALST3
- metiltransferasa, putativa * 38.1 '
EHI_182990 Histona H2B 14.5 8/15 36.84 C4LVT75*
EHI_188730 Histona H2B 14.5 8/15 36.84 C4LV75*
EHI_188960 Histona H2A 17.6 4/21 6.29 C4M2W3
EHI_083270 Ubiquitina putativa 87 2/9 20.78 C4M760*
EHI_083410 Ubiquitina putativa 87 2/9 20.78 CAM760*
EHI_156660 Ubiquitina putativa 87 2/9 20.78 CAM760*
EHI_166800 Ubiquitina putativa 11.1 2/10 16.49 C4LY85
EHI_178340 Ubiquitina putativa 87 2/9 20.78 CAM760*
EHI_170060 Proteina similar a la ubiquitina 12.7 6/19 26.32 Cc4M1C8
EHI_017350  roteinade choque térmico, 24/97 8.2 BIN523
- putativo 97.8
EHI_022620  Proteinade chogue térmico, 27/97 8.2 BIN2L8
- putativo 97.8
EHI_028920  Froteinade chogue termico, 24197 8.2 BIN3RL
- putativo 97.8
EHI 034710 Froteinade choque térmico, 24197 8.2 C4MBT8
- putativo 97.8
EHI 042860  roteinade choque térmico, 24/97 8.2 B1N3X2*
- putativa 97.8
EHI 072140  Froteinade choque térmico, 24197 8.2 BIN3X2*
- putativa 97.8
EHI_156560 | roteinade chogue termico, 24197 8.2 BIN3X2*
- putativa 97.8
EHI_178230 Proteina de choque térmico 101, 925 15.87 BIN5D4

putativa 28.2
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EHI_147220
EHI_148320
EHI_146340
EHI_003940
EHI_118170
EHI_098840
EHI_008210
EHI_006860
EHI_068660
EHI_045300
EHI_140550
EHI_093580
EHI_067520
EHI_029530
EHI_169360
EHI_103310
EHI_035090
EHI_150470
EHI_181180
EHI_127200
EHI_126140

EHI_193080

TESIS

Proteina trucada de la familia
hsp70

Proteina ribosémica 40S S3,
putativa

Proteina ribosdmica 40S S3,
putativa

Proteina ribosdmica 40S S4,
putativa

Proteina ribosémica 40S S4,
putativa

Proteina ribosdmica 40S S4,
putativa

Proteina ribosémica 40S S4,
putativa

Proteina ribosémica 60S L5,
putativa

Proteina ribosémica 60S L5,
putativa

Proteina ribosémica 60S L6,
putativa

Proteina ribosémica 60S L6,
putativa

Proteina ribosémica 60S L6,
putativa

Proteina ribosdémica 60S L6,
putativa

Proteina ribosémica 60S L7a

Proteina ribosémica 60S L7a

Proteina ribosémica 60S L7a

Proteina ribosémica 60S L7a

Proteina ribosémica 60S L2/L8,
putativa

Proteina ribosdmica 60S L2/L8,
putativa

Proteina ribosémica 60S L2/L8,
putativa

Proteina ribosémica 60S L9,
putativa

Proteina ribosémica 60S L9,
putativa

13.1

27.2

27.2

36.9

35.9

36.9

36.9

32.6

32.6

23.0

23.0

23.0

23.0

32.3

32.3

324

32.3

28.1

28.1

28.1

22.4

22.4

5/12

8/30

8/30

6/35

6/36

6/35

6/35

6/30

6/30

8/19

8/19

7/19

8/19

8/24

8/24

8/24

8/24

3/20

3/20

3/20

12/23

11/23

13.79

29.51

29.51

19.33

19.81

19.33

19.33

24.48

24.48

22.55

22.55

22.55

22.55

7.69

7.69

7.69

7.69

12.45

12.45

12.45

18.78

18.78

C4AMBG4

CALTO2*

C4LTO2*

CALYF4*

B1N336

CALYF4*

CALYF4

C4LU56*

C4LU56*

CALTES

015595

CALYF9

C4AMO9F8

B1N3R9*

B1IN3R9*

C4LVH6

B1N3R9*

C4LWZ3*

C4LWZ3*

015574

C4LVvZ9

C4M9BO
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*
EHI_038580 Proteina ribosémica 60S L11 19.7 718 32.76 CaLzp2
*
EHI_199970 b iteina ribosémica 60S L11 19.8 78 32.76 CaLzG9
EHI_ 040660  roteinaribosomica 60S L11, 7/18 32.76 CaLzZP2*
- putativa 19.7
EHI_124300  roteinaribosomica 60S L11, 7/18 32.76 CALZGY*
- putativa 19.8
EHI 012360 " roteinaribosomica 405 S14, 6/15 20.55 BIN2I3*
- putativa 15.8
EHI 074000  roteinaribosomica 405 S14, 6/15 20.55 BIN2I3*
- putativa 15.8
EHI 050130  Froteinaribosomica 60S L14, 7/12 1157 CALTQO
putativa 135
EHI 184470  Froteinaribosomica 60S L14, 6/13 10.37 CAM6S2
- putativa 15.2
EHI_ 185580  roteinaribosomica 60S L14, 6/13 10.37 CaM8C
putativa 15.2
EHI_141940 Proteina ribosémica 60S L22 16 411 1825 CALWAD
EHI_146370 Proteina ribosémica 60S L27 15.8 4115 21.58 CAMIC4
EHI_183480 Proteina ribosdmica 60S L27 15.8 514 21.58 camrai
EHI_ 068200  roteinaribosomica 60S L31, 3/15 9.33 caLU13*
putativa 17
EHI 058080  Froteinaribosomica 60S L31, 2014 9.33 CAMBA9
putativa 17
EHI_140370  Froteinaribosomica 60S L31, 3/15 9.33 C4LU13*
- putativa 17
*
EHI_148850 Proteina ribosémica &cida 60S PO 345 10729 25.95 BIN2Z3
*
EHI_175460 Proteina ribosémica acida 60S PO 345 10729 25.95 BIN2Z3
*
EHI_177630 Proteina ribosémica acida 60S PO 345 10729 25.95 BIN2Z3
EHI_090400 345 10/29 25.95 B1N2Z3*

Proteina ribosdmica acida 60S PO

* indica las proteinas que comparten el mismo nimero de acceso de Uniprot.

* De acuerdo a los ortologos de la misma familia en la base de datos AmoebaDB
~ Indica la anotacion obtenida por Uniprot

A De acuerdo a los ort6logos de la misma familia en la base de datos Uniprot
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9.10.1 Analisis de GO de las proteinas identificadas por
espectrometria de masas (IMS-DIA-MYS)

Para determinar las funciones en las que participan las proteinas que interaccionan con
EhMyb10, se realizé un analisis de GO basado en procesos bioldgicos, funciones moleculares
y compartimento celular, empleando las bases de datos Panther, Uniprot y AmoebaDB.

Los analisis por funcion molecular mostraron que, de las 92 proteinas identificadas, un
35.8% desempefian una funcién principal de union a RNA. Estas proteinas, comprenden
principalmente aquellas que se enlazan al RNA ribosémico (rRNA), asi como en menor medida
al RNA mensajero (MRNA) en la region 5°-UTR y al snoRNA, lo que sugiere su implicacién
en la regulacion de la expresion génica a nivel de transcripcion, splicing y traduccion. Ademas,
un 10.8% de las proteinas identificadas, forman parte de los complejos de pre-ensamblaje de los
ribosomas. Otros roles funcionales destacables, son la actividad de union a DNA (GO:0043566),
a cromatina (G0O:0003682) y como factor de transcripcion (GO:0001144); relacionadas con
PTMs como actividad de metiltransferasas (GO:0016766) y unién a ubiquitina (GO:0004842).
Finalmente, el 9.7% de las proteinas, no tienen funciones moleculares asignadas, debido a que
no estan anotadas y no existen ort6logos en otros organismos eucariotas. Estos hallazgos,
subrayan la complejidad y la versatilidad de las proteinas interactuantes de EhMyb10 en los
trofozoitos, apuntando hacia un papel diverso, abarcando desde la regulacion de la expresion
génica hasta su implicacion en el mantenimiento de la integridad nuclear, entre otras funciones
(Fig. 32).

Cuando se realizo el analisis GO por proceso biolégico, el 40.8% de estas proteinas
participa activamente en la biogénesis de ribosomas (GO:004254), lo que implica su
involucramiento tanto en la sintesis de proteinas como en la formacién de los complejos de pre-

ensamblaje de los ribosomas.
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%o

35.8%
8.6%
e ) 10.8%
9.7%
Unién al RNA () Actividad de proteina Actividad
quinasa citolitica/antimicrobiana
Componente estructural del o
ribosoma Activaciéon de GTPasas Actividad de
s . . endoribonucleasa de
() Sin clasificar Sotcasice o de procesamiento del 3"-tRNA
membrana
Unién e hidrolisis de ATP O Unién ala cromatina Chaperona de
plegamiento de proteinas
Actividad de metiltransferasa Unién de iones de calcio
Factor general de
Unién de ubiquitina Unién a microtibulos transcripeion
Unién al DNA Actividad de tirosina Unién de la proteina
fosfatasa ligasa similar ala

ubiquitina

Figura 32. Anélisis de GO por funcion molecular de las proteinas identificadas que interaccionan con
EhMyb10r. Gréfica de pastel con la distribucion de las proteinas asociadas a EhMyb10, clasificadas por funcién
molecular a través del programa PantherDB.

Por otro lado, se ha evidenciado que un 9.6% de las proteinas, estan directamente
relacionadas con procesos asociados a la respuesta al estrés (GO:0006950) y a la modificacion
de proteinas (GO:0036211). Este ultimo aspecto, sugirid una participacion clave en la
regulacion de la funcion y actividad proteica, incluyendo modificaciones tales como la
ubiquitinacion, fosforilacion, desfosforilacion y SUMOQilacion, las cuales afectan la funcion de
las proteinas, incluyendo a EhMyb10. Otro proceso bioldgico identificado, corresponde a la
metilacién de histonas (GO:0016571) como una modificacion proteica relevante, relacionada
con la organizacion de la cromatina. Este hallazgo, coincide con la funcion molecular donde

EhMyb10 participa en la regulacion de la expresion génica a nivel epigenético.
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En el mismo contexto, se identificaron proteinas que participan en otros procesos
bioldgicos de importancia. Por ejemplo, algunas proteinas contribuyen en un 1% a una variedad
de eventos bioldgicos, abarcando desde el transporte lisosomal y mediado por vesiculas hasta la
transduccion de sefiales impulsada por GTPasas y la respuesta defensiva ante bacterias (Fig.

33).

1%

3.2%
3.2%
3.2%

4.3%
)

40.8% i
5.3%

6.4%

‘, Transporte lisosémico
SUMOilacion de proteinas

Transduccion de sefiales
mediada por GTPasas

. Respuesta de defensa alas
bacterias

Desfosforilacion de proteinas

Transporte mediado por
vesiculas

9.6%
12%

Organizacién de la
cromatina
Fosforilacion de proteinas

Procesamiento del RNA

Metilacién de proteinas
(histonas)
Ubiquitinacion de
proteinas

Transcripcion

Respuesta al estrés

Sin clasificar

Biogénesis de ribosomas

Figura 33. Andlisis de GO por procesos biolégicos de las proteinas identificadas que interaccionan con
EhMyb10r. Grafica de pastel con la distribucion de las proteinas asociadas a EnMyb10, clasificadas por procesos

biologicos a través del programa PantherDB.

Finalmente, se llevd a cabo un anélisis para determinar en qué compartimento celular se

localizan estas proteinas. El andlisis de GO, reveld que el 14% de las proteinas se localizan

exclusivamente en el nicleo (GO:0005634), y un 9.5% se podrian localizar en nucleo y nucléolo

(G0:0005730), sugiriendo que participan en funciones nucleares como la transcripcion y la

regulacién génica. Interesantemente, también se identificaron proteinas que se encuentran en la

envoltura nuclear. El 38.7% de las proteinas, se encuentran en complejos ribonucleoproteicos

relacionados con los ribosomas (GO:0005840).
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El 18.3%, no se pudieron ubicar en un compartimento celular al no estar anotados. En

el citoplasma, se encuentran un 12.9% (GO:0005737) por la funcion metabdlica que

desempefian. Por ultimo, también encontramos proteinas de la membrana del reticulo
endoplasmatico (GO:0005791) y de microtubulos (GO:1905720), lo cual indica la participacion

de las mismas en el transporte intracelular, el mantenimiento de la estructura celular, y la

comunicacion entre compartimentos subcelulares (Fig. 34). Por lo tanto, el andlisis de

localizacion celular, reveld que estas proteinas tienen una distribucion amplia y diversa en los

diferentes compartimentos celulares, reflejando su participacion en una variedad de funciones y

procesos celulares clave.

1%

32%

6.5%

12.9%

14%

Ribosoma subunidad
grande/pequefia

Sin clasificar

Nucleo

Citoplasma

Niucleo, membrana y
citoplasma

Membrana

Membrana del reticulo
endoplasmatico

Microtubulos, membrana
y citoplasma
Nucléolo

Nucleo/Citosol

NucleoMembrana

Figura 34. Analisis de GO por compartimento celular de las proteinas identificadas que interaccionan con
EhMyb10r. Gréafica de pastel con la distribucion de las proteinas asociadas a EhMyb10, clasificadas por

compartimento celular a través del programa PantherDB.
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9.10.2 Interactoma in silico de las proteinas que interaccionan con
EhMyb10 identificadas por espectrometria de masas (IMS-DIA-MS)

Para una mejor comprension de las redes de interaccion entre las proteinas identificadas,
se llevd a cabo un analisis de interaccion, utilizando la herramienta STRING. Este anélisis
mostro una estrecha interaccion de EnMyb10 con proteinas ribosomales de las subunidades 60s
y 40s, nucleoplasmina y fibrilarina, asi como con proteinas de union a snoRNA, como la
Proteina Brix, que podrian estar relacionadas con la biogénesis de ribosomas ubicandola en el
nucléolo. Observamos, ademas, la interaccion de EhMybl0 con proteinas asociadas a la
modificacion de la cromatina y a la formacion de dominios topoldgicos, por ejemplo, el
complejo condensina, histonas H2B y H2A, proteinas modificadoras como ubiquitinas, cinasas
y metiltransferasas, factores generales de transcripcion, nucleasas, DEK y rcdl. Es relevante
mencionar que se observo una interaccion entre las proteinas SUN y espermidina sintasa que en
otros organismos desempefia una funcion de metiltransferasa (Fig. 35).

Finalmente, se observo la interaccion de EhMybl10 con proteinas involucradas en
respuestas de estrés (Heat shock), proteasas, proteinas de activacion de GTPasas (RhoGAP),
metalo-beta-lactamasa, dinamina, proteinas de trafico de membrana (AP-3), MRH, PH,
amebaporo B, YIF1l, LisH, Rad50 ATPasa, PB1 y Rab GTPasa, que no manifestaron
interacciones con EnMyb10 en el interactoma in silico, aunque fueron identificadas por masas

a partir del ensayo de Pull-Down.

9. 10. 3 Deteccion de la proteina fibrilarina en el eluido del ensayo de

Pull-Down

Para confirmar las interacciones de las proteinas identificadas por espectrometria de
masas con EhMyb10, llevamos a cabo un WB, utilizando un anticuerpo a-fibrilarina, la cual es
una de las proteinas reportadas en este estudio. Para ello, analizamos las fracciones nucleares

solubles e insolubles, y las eluciones del ensayo de Pull-Down con EnMyb10y GST (Fig. 36A).
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Figura 35. Interactoma de las proteinas identificadas que interaccionan con EnMyb10r. Interactoma realizado
con la herramienta STRING, empleando un puntaje de interaccion de confianza media (0.400) como valor de corte
y un nimero maximo de no mas de 10 interactuantes. Cada color indica los cluster de proteinas que comparten la
misma funcién molecular: Componente estructural del ribosoma (lila), unién a snoRNA (azul marino), factores de
transcripcion (rosa), actividad de metiltransferasa (verde), ubiquitinacién y SUMOQilacién (amarillo), unién a iones
calcio (amarillo claro), proteinas de choque térmico (azul claro), actividad de chaperona (azul fuerte), actividad de
cinasa y fosfatasa (naranja), histonas (morado), proteinas de trafico de membrana (café), proteinas con actividad
de GTPasa (gris), y otras funciones (rojo) Nimero de nodos: 72, nimero de aristas: 645, nimero esperado de

aristas: 570, valor p de enriquecimiento PPI< 0.00107.
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El anticuerpo a-fibrilarina, detecté una banda 35 kDa en los extractos nucleares solubles,
en concordancia con lo reportado por Lozano-Amado (2016). Sin embargo, en la elucion del
ensayo de Pull-Down cuando se utilizo la proteina EnMyb10 con la fraccion nuclear insoluble,
se reconoce una banda de aproximadamente 10 kDa. Esta diferencia, sugiere la posibilidad de
una protedlisis de la proteina en la fraccién insoluble, lo cual confirmé la posible interaccion
especifica de EnMyb10 y fibrilarina (Fig. 36B). Como control de las fracciones, se empleo el

anticuerpo a-H4K20me3 que reconocio tres sefiales con distintos pesos moleculares (53, 38 y

35 kDa), correspondientes a la proteina histona en los extractos nucleares solubles como se
esperaba (Fig. 36C).
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Figura 36. Deteccion de la proteina fibrilarina en el eluido del ensayo de Pull-Down. A) SDS-PAGE en gel al
15% de las fracciones nucleares solubles (FNS) e insolubles (FNI), y la elucién del ensayo de Pull-Down de GST
0 Myb10 con FNS o FNI. Las bandas en el gel se visualizaron mediante tincidn con plata. B) WB de fibrilarina. C)
WB de histona H4K20me3. Los pesos moleculares se indican con flechas.
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10. DISCUSION

La amiba es un organismo parasitario altamente adaptable, capaz de responder de
manera dindmica a las cambiantes condiciones de su entorno en el hospedero. Este
microorganismo, conocido por su capacidad para colonizar y sobrevivir en distintos ambientes,
se enfrenta a la necesidad constante de ajustar su comportamiento, funcion y actividad
metabolica, para asegurar su adaptacion y persistencia en el interior del huésped. Para ello, las
células requieren detectar constantemente cambios en las condiciones internas y externas, que
pueden transmitirse a través de vias de sefializacion que finalizan con PTMs reversibles o
irreversibles en las proteinas. Las PTMs, pueden encender o apagar la funcion bioldgica de una
proteina, modificar su localizacion dentro de la célula, influir en su capacidad para interactuar
con otras proteinas, e incluso determinar si la proteina sera degradada o no (Beltrao et al., 2013).
En nuestro trabajo, observamos que entre las PTMs, que pueden modificar la actividad de
EhMyb10, se encuentran las fosforilaciones, ubiquitinaciones y SUMOilaciones. Entre las
proteinas cinasas que se identificaron como posibles efectoras de fosforilacion de los residuos
de serina en EhMyb10, se destacan las proteinas cinasas C (PKC) y CKIl (CK2). Se ha
demostrado que PKC esta involucrada en numerosos procesos de sefializacion celular que
controlan la proliferacion, diferenciacion, supervivencia, invasion, migracion y apoptosis
celular (Kawano et al., 2021), mientras que CK2, participa en varias funciones esenciales,
incluida la transduccion de sefiales, el crecimiento, la diferenciacion celular, la expresion génica,
la apoptosis, y en la regulacion de las HDAC (Martinez et al., 2020). Se ha observado que la
fosforilacion de c-Myb en los residuos de serina 11y 12 por CK2, se encuentra implicada con
la regulacion de la union del factor de transcripcion al DNA (Cures et al., 2001).

Por lo tanto, se puede inferir que CK2, podria estar regulando la uniéon de EnMyb10 al
DNA, de manera anéloga a lo que ocurre con su homologo c-Myb (Bies et al., 2001). Por otro
lado, las cinasas RSK son una familia de proteina cinasas de serina/treonina que fosforilan la
proteina S40 de la 6S del ribosoma y son efectoras rio abajo de la via de sefializacion Ras/ERK

(cinasa regulada por sefiales extracelulares) (Ludwik et al., 2016 y Romeo et al., 2012).

84



TESIS

(s’

Entamoeba histolytica

Estas enzimas, estan involucradas en la regulacion de procesos celulares complejos,
incluyendo la sefializacion celular y la transcripcion, ya que pueden fosforilar y activar FT;
también estan involucradas en la proliferacion, la supervivencia celular y la motilidad (Frodin
et al., 1999; Youn et al., 2021). Las proteinas cinasas A (PKA) también son posibles efectoras
de EhMyb10, se ha observado que la fosforilacion por PKA en el residuo de serina 116, ubicado
en el DBD-MYB del factor de transcripcion c-Myb, conduce a una menor afinidad de union al
ERM en la region promotora, por tanto, la fosforilacion de S116, tiene consecuencias
bioquimicas y funcionales en la proteina lo que sugiere que al igual que CK2, PKA, regularia la
actividad de union EhMyb10 al DNA y modular negativamente la expresion de sus genes diana
(Andersson et al., 2003). Por ultimo, las cinasas cdc2, pertenecen a la familia de proteinas
cinasas Ser/Thr que desempefian un papel clave en la regulacion del ciclo celular, ya que
promueven la transicion de la fase G2/M del ciclo celular. La activacién de cdc2, requiere su
asociacion con la subunidad de ciclina B (cdc2-ciclina B), esta asociacion facilita la entrada en
la fase mitdtica mediante la fosforilacion de sus sustratos (Kim et al., 2020). Dado que EhMyb10
podria fosforilarse por estas cinasas, cada una de ellas podria modular su actividad a través de
la fosforilacion de los residuos de serina en eventos clave en la regulacién génica y la
sefializacion celular.

Con respecto a la ubiquitinacién, esta PTM podria estar modulando la estabilidad de
EhMyb10 como ocurre con c-Myb promoviendo su degradacion a través de la via 26S del
proteosoma, la cual podria estar regulando la estabilidad de al controlar su vida media de manera
irreversible, favoreciendo un recambio rapido de estas moléculas en la célula (Bies et al., 1997).
Por lo tanto, la ubiquitinacién puede tener un impacto directo en la disponibilidad de este FT en
la regulacion génica. En concordancia, con la presencia de residuos susceptibles a
ubiquitinacion, encontramos en el interactoma in silico que EnMyb10 interactta con proteinas
relacionadas con este proceso, ademas con una proteasa del tipo methionil aminopeptidasa tipo
1 (MetAP 1), la cual podria estar relacionada con la remocion de la metionina del extremo amino

terminal, lo cual es necesario para unirse a proteinas ribosomales (Walker, 2013).
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Por otro lado, la SUMOQilacién, es un proceso de conjugacion de la proteina SUMO
(Small Ubiquitin-like Modifier) a residuos de lisina ubicados en un motivo y-K-X-D/E en las
proteinas objetivo, lo que puede afectar su funcidn, localizacion celular, y la interaccion con
otras proteinas. Los ciclos de SUMOilacion y ubiquitinacién son similares, pero cumplen
funciones distintas. La modificacién de la proteina diana con ubiquitina, principalmente marca
la proteina para su reconocimiento y degradacion por el proteosoma, mientras que la
modificacion con SUMO, confiere mayor estabilidad a la proteina modificada, y modula las
interacciones proteina-proteina para regular la localizacién y la funcion de las proteinas diana.
Ademas, la SUMOilacion es esencial para mantener la integridad gendmica, regular la
transcripcion y la transduccion de sefales intracelulares (Han et al., 2018). Las posibles
SUMOQilaciones presentes en la secuencia de EnMyb10, podrian influir en su actividad de varias
maneras: modulando las interacciones proteina-proteina, afectando su estabilidad, y localizacion
dentro de la célula y su capacidad para unirse a elementos reguladores del DNA y regular la
transcripcion de genes especificos, como se ha demostrado con c-Myb (Bies et al., 2002). Esto
puede deberse a que la amiba pudiera presentar motivos de SUMOilacion divergentes, ya que
recientemente se ha analizado la presencia de la maquinaria de SUMOilacién en protozoarios
parésitos, encontrandose algunas enzimas en E. histolytica, lo que podria sugerir la relevancia
de estas modificaciones en el contexto biolégico de este paréasito (Karpiyevich and Artavanis-
Tsakonas, 2020). Por lo que, EnMyb10, es un FT susceptible de PTMs que pueden modificar
su actividad bioldgica, su localizacion subcelular, o las interacciones proteina-proteina. Seria
interesante realizar ensayos experimentales para corroborar la presencia, y determinar las
condiciones a las cuales ocurren estas modificaciones en EhMyb10.

Por otro lado, observamos que EhMybl0 presenta, ademas del DBD-MYB
caracteristico conformado por los repetidos R2 y R3, regiones IDPs. Las IDPs, juegan un papel
importante en funciones como la regulacion de la transcripcion y traduccion, ya que facilita o
median las interacciones proteina-proteina. Estas regiones desordenadas, participan en la
regulacién de procesos celulares, la sefializacion celular, la formacion de complejos proteicos y
la respuesta a estimulos ambientales. La presencia de IDPs en los factores de transcripcion,
proporcionan plasticidad estructural y funcional, lo que le permite participar en diversas

interacciones y desempefiar diferentes funciones en el contexto celular (Dyson et al., 2005).
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En las proteinas Myb de E. histolytica, se han identificado IDPs en los extremos amino
y carboxilo terminal (Cardenas et al., 2021).

Posteriormente, analizamos in silico las proteinas que interactian con EhMyb10, e
identificamos a una proteina con DBD-MYB con homologia a CDC5 de H. sapiens a la cual se
denomind EhCDC5-like. Las proteinas CDC5, son parte integral del complejo PRP19-CDC5L,
que forma parte del spliceosoma y es necesario para activar el empalme de pre-mRNA. Ademas,
se ha sugerido que el complejo PRP19-CDCESL, podria tener implicaciones en la respuesta al
dafio del DNA. En este andlisis, también se observaron interacciones con otras proteinas
relacionadas con splicing, como PRP46, el factor de splicing 3A y una proteina crooked neck.
Asimismo, se identificaron proteinas relacionadas con la transcripcion, como las subunidades
2,5,8Y 10, del factor general de transcripcion TFIID, una proteina de bromodominio y proteinas
con dominios similares al dominio de la proteina TAFI128 y TFIIB (Fig. 37A). El predominio
de proteinas involucradas en los procesos de splicing y transcripcion, resalta la importancia de
EhMyb10 en la regulacion de la expresion génica a nivel cotranscripcional. Estos hallazgos,
subrayan la complejidad de la red de interacciones proteicas en las funciones biolégicas en las
que participa EhMyb10, lo que enfatiza la necesidad de comprender estas funciones moleculares
y su relacion con EnMyb10, para desentrafiar los mecanismos de regulacién y la contribucion
de EhMybl10 en los procesos bioldgicos especificos en los que estd involucrado. En
consecuencia, estas interacciones revelan la posible implicacion de EnMyb10, y estas proteinas
en procesos cotranscripcionales (Grote et al., 2010). Otra proteina de union a EhMyb10 es
sirtuina 2 o Sir2 que participa en la desacetilacion de histonas dependiente de NAD+, lo cual
promueve la condensacion de la cromatina reprimiendo la transcripcion. Sir2 desempefia un
papel importante en la regulacion de la expresion génica y el mantenimiento de la estabilidad
del genoma (Buck et al., 2004). Por lo tanto, la interaccién de EhMyb10 con Sir2, puede afectar
la accesibilidad del DNA reprimiendo la expresion de genes especificos.

Para corroborar los interactomas in silico, se realizaron ensayos de Pull-Down con la
proteina recombinante EnMyb10, y se identificaron las proteinas que se unieron a EhMyb10r
mediante espectrometria de masas. Dentro de las proteinas que interaccionan con EnMyb10, se
encontraron a proteinas relacionadas con el inicio de la transcripcion como a una subunidad del

factor general de transcripcion TFIID y al cofactor de transcripcion Red1.
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Rcd1 puede afectar el inicio de la transcripcion de manera positiva 0 negativa, ya que
interacciona con moléculas del complejo SAGA que presentan actividad de acetiltransferasa, tal
como ocurre con la contraparte en H. sapiens, c-Myb (Has et al., 2004). Adicionalmente, se
identificaron chaperonas de histonas como la proteina DEK que tiene efectos en la arquitectura
de la cromatina, lo que podria acercar o alejar regiones en el DNA (Waldmann et al., 2004).
Entre otros remodeladores de cromatina, se identificé a una PRMT y a una SMYD (SET and
MYND Domain-Containing Proteins, por sus siglas en inglés), las cuales pueden afectar la
organizacion de la cromatina a través de la metilacion de histonas, ya sea en residuos de arginina
o lisina, respectivamente. Interesantemente, también identificamos proteinas TUDOR que
interaccionan con las histonas metiladas. Finalmente, se identificaron proteinas que estan
relacionadas con dominios topoldgicamente activos (TADs, por sus siglas en inglés), como es
la proteina SUN1 y las condensinas (Fig. 37A).

Por otro lado, entre las moléculas identificadas que interaccionan con EhMybl0,
encontramos proteinas relacionadas con la biogénesis de los ribosomas. La biogénesis de los
ribosomas ocurre en el nucléolo y se encuentra relacionada con el crecimiento y la division
celular. El nucléolo es la mayor estructura que se encuentra en el nicleo, es muy dinamico y su
naturaleza depende de la cantidad de las moléculas que lo componen (Hernandez et. al., 2006).
La biogénesis de los ribosomas, implica la transcripcion del DNAr, el procesamiento del rRNA
y el ensamblaje de las proteinas ribosémicas. En los organismos eucariontes, la biogénesis de
los ribosomas se lleva a cabo a través de la RNA pol | para transcribir un pre-rRNA 45S, que
funciona como un andamio para el ensamblaje de complejos ribonucleoproteicos, en donde
participan proteinas y RNAs pequefios nucleolares (SnoRNP), para formar una particula pre-
ribosomal 90S en el nucléolo. Durante los pasos de maduracidn, el pre-rRNA 45S en la particula
pre-ribosomal 90S, se procesa en 18S, 5.8S, y 25S rRNA mediante la eliminacién de las regiones
espaciadoras (Henras et al., 2015). De manera interesante, en este trabajo identificamos a la
fibrilarina, la cual es una proteina considerada como un marcador molecular de la RNA
polimerasa | transcripcionalmente activa (Fig. 37B). Esta proteina, tiene un peso molecular de
34 a 38 kDa. Es una enzima con actividad de S-adenosilmetionina (SAM) metiltransferasa
(MTasas) que participa los primeros pasos del procesamiento preribosdmico y necesarios para

la estabilidad estructural del ribosoma (Rodriguez et al., 2015).
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Ya que en el parésito E. histolytica, se ha detectado a la fibrilarina utilizando un
anticuerpo heterdlogo dirigido a esta proteina (Lozano et al., 2016). En este trabajo, también se
utiliz6 para validar una de las proteinas identificadas en los ensayos de Pull-down, sin embargo,
en la fraccion eluida de extractos insolubles, se inmunodetectd una banda de un peso molecular
menor (~10 kDa) al que se inmunodetecO en los extractos totales (~35 kDa). De manera
interesante, esta reportada la presencia de actividad de proteasa, asociada con la remodelacion
del andamiaje nuclear con una selectividad por las laminas A, B y C, durante diferentes eventos
celulares (Tokes et al., 1989). Eso podria explicar el bajo peso molecular que identificamos para
la proteina fibrilarina, la cual se detectd en la elucién en el ensayo de Pull-Down. Cuando
analizamos la secuencia de aminoacidos de fibrilarina, encontramos sitios susceptibles a
prote6lisis mediante la herramienta de PeptideCutter, lo que podria explicar el tamafio de las
moléculas en la banda identificada.

También se identificaron proteinas que contienen el dominio Brix (del inglés, biogenesis
of ribosomes in Xenopus domain), la cual participa en el procesamiento del rRNA pre-18S al
unirse a RNA nucleolar U3 (U3 snoRNP), y a su proteina asociada (proteina de unién a U3
snoRNP) (Eisenhaber et al., 2001). En este ensayo, también se identificO a la proteina
nucleolina, la cual es la fosfoproteina multifuncional més abundante del nucléolo (Fig. 37B).
Los niveles de nucleolina se correlacionan con la tasa de actividad funcional del nucléolo en
células de crecimiento. La nucleolina es una helicasa que se une al DNA y al RNA. Regula
varios aspectos de su metabolismo, la estructura de la cromatina, la transcripcion del DNAr, la
maduracion del rRNA, la citocinesis, la nucleogénesis, la proliferacion, el crecimiento celular,
el plegamiento, la maduracion, y el ensamblaje de ribosomas y el transporte
nucleocitoplasmatico de pre-RNAs recién sintetizados (Tajrishi et al., 2011). También se
identificé a la proteina IMP4, la cual forma un complejo ternario con IMP3 y MPP10 que
interactta con U3 snoRNA, necesario para los primeros pasos del procesamiento del pre-rRNA
(Fig. 37B) (Granneman et al., 2003). Finalmente, identificamos diferentes proteinas
ribosomales, las cuales estan relacionadas con el pre-ensamble de los ribosomas, entre las que
se encuentran las proteinas ribosomicas 40 y 60S, las cuales actGan como chaperonas que
ayudan al correcto plegamiento de los pre-rRNA nacientes, asi como el procesamiento y

ensamblaje (Henras et al., 2015).
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A la fecha no se ha descrito la interaccion directa de proteinas Myb con las proteinas
relacionadas con la biogénesis de los ribosomas, pero se ha descrito a la proteina Mybbpla, la
cual interactia con c-Myb. La proteina Mybbpla, se expresa de manera ubicua y se localiza
predominantemente en el nucléolo, modulando la actividad de varios reguladores de la
transcripcion dependiente de la RNA pol I, y también se encuentra relacionada con la
maquinaria de biogénesis de los ribosomas (Hochstatter et al., 2012). De manera interesante en
el genoma de E. histolytica, existe un gen que codifica para una proteina con alta identidad con
la proteina MybbpZla de H. sapiens (EHI_030450). Esto sugiere que EhMyb10, podria también
regular la transcripcién de los genes de rRNA y participar en el procesamiento temprano de la
subunidad pequefia ribosomal, la cual contiene la U3 snoRNA, y que también se identificd que
interacta con EnMyb10 (Fig. 37B).

Este trabajo provee las primeras evidencias de las interacciones de la proteina EnMyb10
en E. histolytica y su papel en la regulaciéon cotranscripcional, y en la biogénesis de los

ribosomas.
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Figura 37. Modelo molecular de las interacciones de EhMyb10. A) EnMyb10 y sus interacciones con proteinas
relacionadas con factores de transcripcion generales y factores de splicing, lo cual permite proponer su papel en
mecanismos cotranscripcionales. EhMyb se une a la secuencia ERM (C/TAACTG) del promotor del gen que
codifica para la proteina Sec61gamma. TFIID interactia con la RNA pol II, con un coactivador Red1 y con el
factor CBF/NF-Y. Los factores de splicing PRP46, U5, 3A, el factor de transcripcion EnCDC5-like y la proteina
crooked neck, participan en el empalme del pre-mRNA. B) EhMyb10 podria interaccionar con Mybbpla y
proteinas que participan en el procesamiento y ensamblaje de los ribosomas.

91



Entamoeba histolytica

TESIS

11. CONCLUSIONES

La proteina EhMyb10 es susceptible a PTMs que pueden desempefiar un papel
crucial en la regulacion de su actividad y funcion, influyendo en su union al
DNA, interaccion con otras proteinas y estabilidad.

La presencia de regiones IDPs en EhMyb10, podria proporcionar plasticidad
estructural y funcional, permitiéndole interactuar con diversas proteinas y
participar en maltiples funciones celulares.

Por ensayos de Pull-Down e identificacion por masas, se ha revelado la posible
participacion de EnMyb10 en la regulacion de la expresion génica, a través de
procesos cotranscripcionales mediante la interaccion con proteinas relacionadas
con la modificacion de la cromatina, formacién del complejo de iniciacion,
factores de transcripcion y factores de splicing.

EhMyb10 interacciona con proteinas relacionadas con la biogénesis de
ribosomas, lo cual sugiere su participacién en la regulacion de la transcripcion
de genes que codifican para rRNA y en el procesamiento de las subunidades

ribosdmicas.

92



TESIS

APE
Entamoeba histolytica

D
3

PERSPECTIVAS

Una de las principales limitaciones de este estudio fue en el origen de la proteina
recombinante utilizada, la cual proviene de un sistema bacteriano de E. coli. A diferencia de las
proteinas de origen eucariota, las proteinas bacterianas generalmente carecen de las
modificaciones postraduccionales tipicas en eucariotas, como la fosforilacion, la glicosilacion,
SUMOQilacion y la acetilacion (Wingfield, 2015). Estas modificaciones, desempefian un papel
crucial en la regulacién de las interacciones proteina-proteina y en la actividad de los FT. Por lo
tanto, la falta de estas modificaciones postraduccionales en la proteina recombinante, podria
limitar la capacidad del FT para interactuar con proteinas nucleares, por lo que las interacciones
dependientes de ubiquitinacién, fosforilacion o SUMOilacion no se encontrarian presentes. Esto
podria resolverse realizando ensayos de inmunoprecipitacion de EnMyb10 con trofozoitos que
sobreexpresen a este factor de transcripcién, o cambiando el sistema de expresion de una célula
procarionte a una eucarionte.

Las interacciones identificadas, ofrecen nuevas evidencias sobre las redes de regulacion
en las que EhMybl0 puede estar involucrada y subrayan la necesidad de experimentos
adicionales para comprender completamente su funcion en la biologia del paréasito. Dado que el
estudio se basa en un sistema in vitro utilizando proteinas recombinantes, es esencial validar las
interacciones identificadas en un entorno celular relevante. Esto implica realizar experimentos
adicionales, como co-inmunoprecipitaciones empleando extractos totales de trofozoitos.
Asimismo, un ensayo de inmunofluorescencia, permitiria confirmar la interaccion vy
colocalizacion del FT con algunas de las proteinas identificadas. Este estudio proporciona una
base sélida para futuras investigaciones que podrian profundizar en los mecanismos mediante
los cuales E. histolytica regula la expresion génica para desarrollar procesos bioldgicos clave en

su virulencia.
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EHMYB10 TRANSCRIPTION FACTOR INTERACTOME:
EVIDENCE OF COTRANSCRIPTIONAL REGULATION
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Abstract:

Gene expression is a highly dynamic process that involves many regulating proteins
toenable RNA pol Il to access promoters. Therefore, several transcription factors (TFs)
are needed to activate or inhibit mRNA transcription. During its synthesis, immature
mRMNA must be processed by co-transcriptional requlation, to allow its exportation to
the cytoplasm, where itistranslated. Splicing is a complex processthat involves almost
150 proteins termed spliceosomal factors (5F); however, additional proteins have
been recently identified with a non-splicing function. The Myb transcription factors
are proteins recently implicated in transcription regulation and splicing. Entamoeba
histolytica is an enteric protozoan possessing 8,201 genes, and interestingly almost
20% contain at least one intron, suggesting the presence of co-transcriptional
regulation. In addition, EhMyb proteins are the most abundant TFs in this protozoan,
which allow us to hypothesize that could regulate some virulence factors needed
for host invasion. We previously characterized EhMyb10 and determined the DNA-
binding domain (DBD) through EMSA assays. In this work, we performed an in
silico interactome between EhMybl0 and the E. histolytica proteome to determine
putative factors binding to this TF. Through the STRING website, we observed that
EhMyb10 binds to both transcription and splicing-related proteins. The interactome
showed 31 nodes and 260 edges with an e-value of 1.0e-16. Interestingly, one of the
proteins bound to EhMyb10 is ERCDC5-like. This protein belongs to the Myb family
and has two imperfect R2/R3 repeats, although in Schizosaccharomyces pombe its
function has been related to spliceosome activation rather than transcription. We
also analyzed the primary structure of ERCDC5-like and found a disordered region,
as well as, many predicted phosphorylation residues that may be involved in the
regulation of the spliceosome active state. In the EhCDC5-like interactome, we found
41 nodes and 756 edges, indicating that the interaction of putative proteins is more
likely than those of EhMybl10 binding proteins. In silico, EhCDC5-like binds to many
SFs and interestingly to chromatin remodeling proteins. In conclusion, through this
bioinformatic analysis, we propose a role for EhMyb10 and ERCDC5-like as a complex
during co-transcriptional regulation in this parasite.
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Every amoeba has a story to tell....

INTRODUCTION

Gene expression is a highly dynamic process that involves many regulating proteins that enable RNA pol
1l access to the promoter. Therefore, several proteins or transcription factors (TFs) are needed to activate
or inhibit transcription of mMRNA. TFs recognize a specific DNA sequence due to their secondary structure
that can be zinc fingers, helix: |um-hs||x among others. While synthesis, immature mRNA must be
processed in a process termed ion, to allow its 1o the cytoplasm for
its translation. Splicing is a complex process that involves almost 150 proteins termed spliceosomal
factors (SF); however, additional proteins have been recently identified with a non-splicing function. Myb
TFs are proteins that have been recently implicated in a variety of functions such as telomere protection,
transcription regulation and splicing. Interestingly E. histofytica is an enteric protozoan that has 8,201
genes whsrs almost 30% of ths genes have at least one |ntr0n suggesting the presence of a

regulation. E. is for is, the third leading cause of death
among protozoan parasitic diseases that affects approximately 500 million pecple could be infected
worldwide. In addition, Myb TFs are the most abundant transcription factors in this protozean and
therefore might regulate many of the virulence properties needed for invasion. We previously
characterized the TF EhMyb10 and determined the DNA Binding domain (DBD) through EMSA assays.
However, besides binding to DNA, TFs must bind also to proteins to allow transcription.

OBJECTIVE
Determine the factors or proteins that bind to EhMyb10 to contribute to the regulation of gene
expression
METHODOLOGY

in sifico interactome In vivo interactome

EhMyb10 analysis through
AlphaFold, PrDos and
IuPred2A and PTM
determination

‘ EhMyb10 expression in GST system

‘ Interaction with nuclear extracts

ERMyb10 Iteractome through
STRING 11.5 L

Elution of bound proteins M1 identification

RESULTS: In silico interactome

o EhMyb10 has a R2R3 Myb DBD and disordered regions
Structure predictors showed disordered regions in the N- and C- terminal of EnMyb10 that may
contribute to protein binding, it is also subject to many postranslational modifications.

e
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.
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Figure 1. EnMyb10 contains disordered reglons. A) EnMyb10 analysis through PrDos 2.0 indicating the disordered
regions. B) Schematic representation of the regions present in Ehbyb10. Yellow box indicates the position of the
disordered region, blue boxes represent the R2/R3 domain. C) 3-D structure of MYB-DBD obtained by AlphaFold,
yellow indicates the disordered ragions, R2 and R3 indicate the 2 MYB repeats and their three- helix structure

EhMyb10 interactome
STRING predicted that EhMyb10 binds to franscription, splicing proteins and proteins involved in
chromatin organization.

"ﬁ

' Regulation of gene expression

. Spliceosome

. Chromatin organization

Number of nodes: 21
Number of ecges: 69
p-value: 0.00146

Figure. 2. EhMyb10 interacts with splicing involved proteins. Interactome of EhMyb10 through STRING 11.5 with
E. histolytica proteins, in green, blue and red are indicated proteins involved in transcription, splicing and chromatin

organization respactively.

RESULTS: In vivo interactome

9 Nuclear proteins bind to EnMyb10
Recombinant EhMyb10 was used in pulldown assays using nuclear extracts from £. histofytica in
which differential bands were observed and analyzed by IMS-DIA-MS.
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Fig. 3. EhMyb10 interactome in vive. A) EhMyb10 recombinant protein was expressed in £. colf BL21 rossetia with
IPTG 1mM. GST was used as negative cantrol. B)A duplicate from A was transferred to nitrocellulose and was used
for WB with anti-G3T antibody. Amowheads indioate the identification of GST and EhMyb10-GST at 26 and 44 kDa
respectively. G} E. histolytica trophozoites were harvested and cellular extracts were obtained. D} Proteins bound to
GST or EhMyb10 were eluted and analyzed through SDS-PAGE 12%. Asteriks indicate the bands obsarved only in the
EhMyb10 fraction.

o EhMyb10 may pa pate in cotranscriptional events

Table 1. Protsins identified by MS that interact with EhMyb10

Probable function Mumber of proteins

RNA binding 13
Chromatin organization 8
Transcription related &
Proteln binding &
Nuclel structure 1
Splicing 1

i i s Laboralurio Naiord o Serviges Expurinonlalss,

Frolin derilicalen viss 1
U G 3 Metabosmca (Grestow-PH.

nomics, Prozeos

EhMyk10 protein-protein interaction model

r‘sﬁff =

Cytoplasm
< Lsiin B1

Nucleus
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