UACM

Universidad Autonoma
de la Ciudad de Meéxico

s e Tl

i
ao Ny e es5 n!1enc

COLEGIO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA

MAESTRIA EN CIENCIAS GENOMICAS

Induccién de dafio al ADN y evaluacion de la expresion génica
de la maquinaria de reparacion por escision de bases (BER)
cuando se somete a estrés oxidativo a Entamoeba histolytica

TESIS PARA OBTENER EI. GRADO DE MAESTRO
EN CIENCIAS GENOMICAS

PRESENTA

DAVID HERNANDEZ ALVAREZ

Directora de tesis

Dra. Elisa Irene Azuara Liceaga

Ciudad de México, marzo de 2016.



Universidad Auténoma " e
de la Ciudad de México Coordinacion
Académica

Nada humano me es ajenc

SISTEMA BIBLIOTECARIO DE INFORMACION
Y DOCUMENTACION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE LA CIUDAD DE MEXICO
COORDINACION ACADEMICA

RESTRICCIONES DE USO PARA LAS TESIS DIGITALES

DERECHOS RESERVADOS®

La presente obra y cada uno de sus elementos esta protegido por la Ley Federal del Derecho
de Autor; por la Ley de la Universidad Auténoma de la Ciudad de México, asi como lo
dispuesto por el Estatuto General Organico de la Universidad Auténoma de la Ciudad de
Meéxico; del mismo modo por lo establecido en el Acuerdo por el cual se aprueba la Norma
mediante la que se Modifican, Adicionan y Derogan Diversas Disposiciones del Estatuto
Organico de la Universidad de la Ciudad de México, aprobado por el Consejo de Gobierno el
29 de enero de 2002, con el objeto de definir las atribuciones de las diferentes unidades que
forman la estructura de la Universidad Autéonoma de la Ciudad de México como organismo
publico auténomo y lo establecido en el Reglamento de Titulacion de la Universidad
Autonoma de la Ciudad de México.

Por lo que el uso de su contenido, asi como cada una de las partes que lo integran y que
estan bajo la tutela de la Ley Federal de Derecho de Autor, obliga a quien haga uso de la
presente obra a considerar que solo lo realizara si es para fines educativos, académicos, de
investigacion o informativos y se compromete a citar esta fuente, asi como a su autor ¢
autores. Por lo tanto, queda prohibida su reproduccién total o parcial y cualquier uso
diferente a los ya mencionados, los cuales seran reclamados por el titular de los derechos y
sancionados conforme a la legislacion aplicable.



"uacMs TDY36S




COMITE TUTORAL

DIRECTORA

Dra. Elisa Irene Azuara 1iceaga
Profesora Titular. Posgrado en Ciencias Genomicas
Universidad Auténoma de la Ciudad de México

CO-DIRECTORA

Dra. Abigail Betanzos Ferndndes;
Catedratica CONACyT. Departamento de Infectomica y Patogénesis Molecular
Centro de Investigacion y de Estudios avanzados del IPN

ASESORES

Dr. José de Jesiis Olivares
Profesor Titular. Posgrado en Ciencias Gendmicas
Universidad Auténoma de la Ciudad de México

Dr. Mario Cesar Lgpes; Camarillo
Profesor Titular. Posgrado en Ciencias Genomicas
Universidad Auténoma de la Ciudad de México

Dra. Itzel 1gpes, Rosas
Catedratica CONACyT
Colegio de post-graduados Campus Campeche



LECTORES DE TESIS

Dr. José de Jesus Olivares
Profesor Titular. Posgrado en Ciencias Genomicas

Universidad Auténoma de la Ciudad de México

Dr. Mario Cesar Lopez Camarillo
Profesor Titular. Posgrado en Ciencias Gendmicas

Universidad Auténoma de la Ciudad de México

Dr. Armando Luna Lopez

Investigador. Instituto Nacional de Geriatria

Dr. Luis Gabriel Brieba de Castro
Investigador. Langebio

Cinvestav-1PN



AGRADECIMIENTOS

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio 2 del Posgrado en Ciencias Gendmicas
de la UACM, asi mismo cont6 con el valioso apoyo de la Dra. Abigail Betanzos Fernandez del
Departamento de Infectémica y Patogénesis Molecular del CINVESTAV-IPN.

Agradezco a CONACYT por la beca (No. de registro 486203) otorgada para realizar
mis estudios de Maestria.

El presente trabajo se realizo gracias al apoyo del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACyT) a través del proyecto namero 222956 de la convocatoria de Ciencia
Biasica y del Proyecto UACM-SECITI namero P12011-57R/SECITI060/2013.



A la Dra. Elisa por su compromiso en mi formacion académica desde el primer dia en
que llegue a su laboratorio, por su paciencia, sus consejos y sobre todo por alterar mi “zona de
confort” al que estaba acostumbrado, lo cual ha fomentado en mi el gran interés por la ciencia

y tener mayores expectativas en el ambito académico.

A la Dra. Abigail por su disposicion en todo momento, por sus grandes aportaciones

y por todas las atenciones prestadas para la culminacion de este trabajo.

A la Dra. Esther Orozco modelo a seguir, por permitirme laborar en su grupo de

investigacion y por su disposicion para la realizacion de este proyecto.

Al Dt. Armando Luna por sus asesorias en este trabajo, sus acertados comentarios y

valiosas ensenanzas.

Al Dt. Luis Brieba por su apoyo académico, por su gran experiencia y pot sus

atinados comentarios que han servido para la realizacion de la presente investigacion.

A la Dra. Itzel Lopez por todo su apoyo, su tiempo y sus comentarios que han

enriquecido este trabajo.

Al M. en C. Helios Cérdenas por su paciencia, por el tiempo de trabajo compartido,

por todas esas horas de debate y por transmitirme su experiencia.



Al Dr. Francisco Rendon por estar siempre dispuesto a brindarme su apoyo tanto en
el ambito académico como en el personal y por todas esas horas de trabajo que fueron mas

amenas y divertidas con su compania.

A la Dra. Guillermina por el apoyo, sus comentarios y el tiempo que me brind6é para

la realizacion de este trabajo.

Al M. en C. Eduardo Carrillo por su apoyo en los experimentos de microscopia

confocal.

Al M. en C. Ali Fores por su apoyo en los experimentos de qPCR.

Y a todos mis amigos Vanessa, Edgar, Mariana, Francisco, Ricardo, Nayelli,

Hugo, Montse, Cecy, Kenji, Brenda, Olga, Rubi, Jonathan, Alma, Wendy, Isaac, Raul,

Edén, Gil, Dan y Carlos que con su compania hicieron menos largas las horas de trabajo.



DEDICATORIA

A mi esposa Graciela Gavia por alentarme a seguir construyendo
nuestros suevios. Te amo vy agradezco el apoyo que me has brindado

durante estos 15 anos.

A mi hijo David Herndndez por ser la base de todos esos suetios. Te

amo, erves mi orgullo y la razon para seguir adelante.

A mi padre Prancisco Herndndez sinonimo de sabiduria, honestidad

y humanidad. Gracias por ensefiarme a jugar “El juego de la vida”.

A mi madre Ma. Esther Abvarez por su fortaleza v por infundir en

mi que todo se consigue a base de esfuerzo. Gracias mamd por tu apoyo.

A mis suegros Guillermo y Graciela por enseiiarme a dar todo sin

condiciones, gracias por todo su apoyo.

A mis hermanos Alejandra, Omar y Willy por todos esos momentos

de alegria, los quiero mucho.



Indice

Abreviaturas

indice de Figuras

indice de Tablas

Resumen

Abstract

I. Introduccion

1. Generalidades de Entamoeba histolytica
1.1. Epidemiologia

1.2. Ciclo de vida de E. histolytica

1.3. Mecanismos patogénicos de E. Justolytica y mecanismos de defensa del

huésped

1.4. Genoma de E. histolytica

2. Estrés oxidativo y mecanismos de reparacion del ADN
2.1. Oxigeno

2.2. ERO y radicales libres

2.3. Estrés oxidativo, sistema de defensa antioxidante y dafio al ADN
2.4. Mecanismos de reparacion del ADN

2.5. Mecanismo de Reparacion por Escision de Bases (BER)
2.5.1. Proteinas que participan en la via BER

3. Antecedentes particulares del proyecto

I1. Justificacion

ITI. Hipétesis y objetivos

Pag.

v

vi

10
1
14
18
19
27
30

31



1. Hipotesis

2. Objetivos

2.1. Objetivo General

2.2. Objetivos Particulares

IV. Estrategia experimental

1. Cultivo in-vitro de trofozoitos de E. histolytica

2. Grupos Experimentales

3. Cinética de viabilidad y crecimiento de trofozoitos
4. Identificacion del aducto 8-OhdG

5. Busquedas de sus ortologos de la via BER en H. sapiens, S. cerevisiae y otras
especies

6. Extraccion del ADN genomico
7. Extraccion y purificacion de ARN

8. Analisis de la expresion génica del Mecanismo de Reparacion por Escision de
Bases mediante RT-PCR

9. Evaluacion de la expresion génica de EhDNALigl y EhPCNA mediante qRT-
PCR

10. Localizacion de la EhDNALigl y EhPCNA por Microscopia Confocal
V. Resultados

1. Resistencia de trofozoitos al tratamiento con H,0,

2. Cinética de crecimiento celular

3. Cinética de crecimiento post-tratamiento 2.5 mM de H,O,

4. Identificacion del aducto 8-OHAG por medio de Avidina-FITC

5. Formacion del aducto 8-OHdG mediante UV

31

o1

31

31

32

33

33

34

25

36

36

37

42

43

46

48

49

50



6. Formacion del aducto 8-OHAG por el tratamiento con H,O,
7. Analisis 7n-silico de proteinas de la via BER en E. histolytica
8. Dominios estructurales de proteinas de la via BER

9. Comparacion de los Dominios estructurales de las proteinas EhMutY, EhNth-
like y EhNth de E. bistolytica y de Nth de H. sapiens

10. Comparacion de los Dominios estructurales de las proteinas EhApex vy
EhFenl de E. histolytica contra los dominios de Apex y Fenl de H. sapiens

11. Evaluacion de la expresion relativa de los ARNm de genes que participan en
la via BER

12. Cambios de localizacion de ERDNALigl y EhPCNA después del tratamiento
gon H.,,

VI. Discusion
VII. Conclusiones
VIII. Perspectivas

IX. Bibliografia

51

55

58

58

60

62

68

13

82

83

84



Abreviaturas
Gal/GalNac
Gal

ERO

ERN

SOD

20,

H.O,

OH

ADN

8-OHdG
8-oxodG
NHE]
HR
NER
BER

AP
PCNA

UDG

HhH

N-acetil-galactosamina

Galactosa

Especies Reactivas de Oxigeno

Especies Reactivas de Nitrogeno
Superoxido dismutasa

Anion superoxido

Peroxido de hidrogeno

Radical hidroxilo

Acido Desoxirtibonucleico

Acido Ribonucleico

Rompimiento de cadena sencilla
Rompimiento de doble cadena
8-hidroxidesoxiguanosina
8-oxodesoxiguanosina

Reparacion por recombinacion no homologa
Reparacion por recombinacion homologa
Reparacion por Escision de Nucleotidos
Reparacion por Escision de Bases
Aputinico o Apirimidico

Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular

Uracilo ADN glicosilasa

Hélice-horquilla-hélice



indice de Figuras

Figura 1. Ciclo de vida de E. histolytica.

Figura 2. Factores de virulencia E. histolytica.

Figura 3. Flavoproteina A y rubreritrina.

Figura 4. Productos de algunas enzimas con funci6n antioxidante.
Figura 5. Lesiones en el ADN causadas por ERO.

Figura 6. Respuesta al dano en el ADN.

Figura 7. Esquema del mecanismo de reparacion BER.

Figura 8. Esquema de dominios funcionales y estructura terciaria de la proteina
OGG de H. sapiens.

Figura 9. Esquema de los dominios funcionales y estructura terciatia de la
proteina APEX1 de H. sapiens.

Figura 10. Esquema de los dominios funcionales de FENT de H. sapiens.

Figura 11. Esquema de la estructura tridimensional de PCNA.
Figura 12. ADN ligasas presentes en organismos eucariontes.
Figura 13. Determinacién de la actividad de EhDNALigl de E. histolytica.

Figura 14. Estructura tridimensional de EhPCNA e incremento en la actividad
de ligacion de EhDNALigl por EnPCNA.

Figura 15. Esquema del diseno experimental.

Figura 16. Condiciones de sintesis de cADN.

Figura 17. Condiciones de amplificacion por PCR de los genes de la via BER.
Figura 18. Ensayo de viabilidad de trofozoitos tratados C, Cys-y H,0,.

Figura 19. Crecimiento celular de trofozoitos post-tratamiento y con 24 h de

recuperacion.

Pag.

11
13
15
19

21

22

22
23
26
28

29

32
39
40
46

47



Figura 20. Cinética de crecimiento de trofozoitos post-tratamiento 2.5 mM de
H,O, durante 1h.

Figura 21. Identificacion del aducto 8-OHdG mediante Avidina-FITC en
trofozoitos irradiados con UV.

Figura 22. Identificacion del aducto 8-OHdG mediante Avidina-FITC
producido en trofozoitos tratados con H,O,.

Figura 23. Identificacién del aducto 8-OHdG mediante Avidina-FITC en
trofozoitos tratados con 2.5 mM de H,0O, y observados a diferentes horas de
recuperacion.

Figura 24. Representacién esquematica de los dominios estructurales de las
alicosilasas de E. histolytica'y de H. sapiens.

Figura 25. Representacién esquematica de los dominios estructurales de las
proteinas EhApex de E. bistolytica y de APEX de H. sapzens.

Figura 26. Representacién esquemitica de los dominios estructurales de las
proteinas Fenl de E. histolytica'y de H. sapiens.

Figura 27. Amplificacion de genes de la via BER a partir de ADNg.

Figura 28. Expresion génica de la via BER en condicion basal de cultivo.

Figura 29. Cambios en la expresion relativa de genes de la via BER en
trofozoitos.

Figura 30. Cambios de expresion relativa mediante gRT-PCR.

Figura 31. Localizacion de EhDNALigl y EhPCNA después del tratamiento
con 2.5 mM de H,O,.

Figura 32. Localizacién de ERDNALigl y EhPCNA de E. histolytica después del
tratamiento con 2.5 mM de H,0, y tiempos de recuperacion (1, 3, 6 y 24h).

49

ol

52

54

60

61

62

63

64

066

68

70

172



Indice de Tablas

Tabla 1. Principales funciones de las proteinas secretadas/exctetadas por los
trofozoitos de E. histolytica

Tabla 2. Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Tabla 3. Proteinas involucradas en los mecanismos de reparacion del ADN en
eucariontes

Tabla 4. ADN glicosilasas de mamiferos
Tabla 5. Mezclas y condiciones para la obtenciéon de cADN
Tabla 6. Mezcla de reaccion PCR

Tabla 7. Secuencias de oligonucledtidos, temperaturas de anillamiento, ciclos de
amplificacion y amplicones para los genes de la via BER

Tabla 8. Secuencias de oligonucleotidos y temperaturas de alineamiento para la
amplificacion de ehdnaligl y ehpena

Tabla 9. Proteinas de la via BER en E. histolytica

Pag.

4

20
40
41

43

44

57



Resumen

Durante la invasion a su hospedero E. histolytica esta expuesta a especies reactivas de
oxigeno (ERO) provenientes del sistema inmunologico del huésped. Cuando estas ERO
sobrepasan el sistema de defensa antioxidante de este parasito, su estabilidad genomica puede
verse comprometida, siendo uno de los principales danos las modificaciones de bases
nitrogenadas, las cuales pueden ser reparadas por la via de Reparacion por Escision de Bases
(BER). En el genoma de E. histolytica existen genes que codifican para enzimas que participan
en la via de reparacion BER. Sin embatgo, hasta la fecha solo se han caracterizado las proteinas
EhDNALigl y EhPCNA, las cuales participan en dicha via. En este trabajo, se evalu6 la
viabilidad y la capacidad de crecimiento de E. histolytica a diferentes concentraciones de H,O,.
Posteriormente, se evaluo el dano al ADN a través de la formacion del aducto 8-OHdG en
respuesta al tratamiento con 2.5 mM de H,O,. Asi mismo, se analizaron los niveles de
expresion de genes que codifican para proteinas involucradas en la reparacion del ADN por la
via BER en condiciones basales y en respuesta al tratamiento con 2.5 mM de H,O,. De igual
forma, se determind la localizacion de EhDNALigl y EhPCNA mediante microscopia
confocal. Se observo que E. histolytica expresa los genes de la via BER en condiciones basales
de cultivo, que el tratamiento con 2.5 mM de H,O, induce la formacion del aducto 8-OHdG y
los genes ehdnaligl y ehpena modifican su expresion en respuesta al dafio inducido al ADN con
H,O,. Finalmente, se observo la re-localizacion de las proteinas ERDNALigl y EnPCNA en el
nucleo de trofozoitos de E. histolytica en respuesta al tratamiento. Se puede concluir que E.
histolytica expresa genes que codifican para proteinas involucradas en la via de reparacion BER
los cuales le permitirian al parasito reparar danos al ADN cuando es expuesto a ERO. Es
interesante que los genes ehdnaligl y ehpcna aumenten su expresion en respuesta al dafio
inducido por el tratamiento con H,O, y que las proteinas codificadas por estos genes se

relocalicen y co-localizen en regiones tipo foczs, sugiriendo su participacion en la reparacion del

dano al ADN.



Abstract

During the invasion of E. histolytica to its host, it is exposed to reactive oxygen species
(ROS) from the host immune system. When these ROS exceed the antioxidant defense system
of the parasite, its genomic stability may be compromised, one of the main damages are the
modifications of nitrogenous bases, which can be repaired means by Bases Excision Repair
(BER). In the genome of E. histolytica there’re genes coding for enzymes involved in repair
pathway BER. However, so far only they have been characterized the proteins EhDNALigl
and EhPCNA which are involved in this pathway. In this work, the viability and growth
capacity of E. histolytica to different concentrations of H,O, were evaluated. Subsequently, the
DNA damage was evaluated through adduct formation 8-OHdG in responsed to treatment
with 2.5 mM H,0,. Also, the expression levels of genes encoding proteins involved in DNA
repair by the BER pathway in basal conditions and in response to treatment with 2.5 mM
H,0, were analyzed. Similatly, the locations of EhDNALigl and EhPCNA by confocal
microscopy were determined. E. Jistolytica was observed that BER pathway genes expres in
basal culture conditions, that treatment with 2.5 mM H,O, induces 8-OHdG adduct formation
and ehdnaligl and ehpena genes alter its expression in response to induced DNA damage by
H,O,. Finally, re-locating of EnPCNA and EhDNALigl proteins was observed in the nucleus
of E. histolytica's trophozoites in response to treatment. It can be concluded that E. histolytica
expressed genes coding for proteins involved in the BER repair pathway which would allow
repair DNA damage of the parasite when exposed to ROS. Interestingly ehdnaligl and ehpena
genes increased their expression in response to damage induced by treatment with H,O, and
the proteins encoded by these genes are re-localized and co-localized in focis type tregions,

suggesting their involvement in the repair of DNA damage.

Vi



I. Introduccion
1. Generalidades de Entamoeba histolytica
1.1. Epidemiologia

E. histolytica es un protozoatio patasito, anaerobio, causante de la colitis y amibiasis
sistémica, ademas esta involucrado en severos casos de abscesos pulmonares y hepaticos. Se
desconoce de forma precisa la prevalencia de la infeccion por E. histolytica, pero se estima que
alrededor de unos 50 millones de personas se encuentran infectadas y es causal
aproximadamente entre 40,()()0 - 100,000 muertes anualmente en todo el mundo (Walsh, 1986,
Stanley, 2003). Las personas con mayor riesgo de adquirir esta infeccion son aquellas que viven
en areas con acceso restringido a servicios de agua potable y drenajes inadecuados, lo cual

favorece la transmision via fecal-oral a través de agua y alimentos contaminados (Stanley, 2003;

Haque, 2000).

1.2. Ciclo de vida de E. histolytica

E. histolytica tiene un ciclo de vida en dos estadios: uno de ellos es como trofozoito y
otro en forma de quiste infeccioso, el cual es resistente al medio si estas condiciones no son
muy propicias y se caracteriza por una morfologia esférica con pared gruesa llamada pared
quistica, la resistencia al medio esta definida como la capacidad que presentan los organismos
de soportar los factores del ambiente que evitan que la poblacion crezca desmesuradamente.

Cuando se encuentran en forma de quiste, pueden ser ingeridos via oral, viajar por el
aparato digestivo y transformarse en trofozoitos, donde en el 90% de los casos, pueden causar
una infeccion asintomatica, en el 10% una infeccion invasiva y en cerca del 1% de estos casos
pueden diseminarse a otros organos, tales como higado, cerebro y pulmones, generando

abscesos (Haque ¢z a/., 2003). En la infeccion invasiva, los trofozoitos se desenquistan dando



lugar a la formacion de un protoplasto desnudo tetra nucleado, el cual va a generar 8
trofozoitos, que posteriormente migran al ciego y se adhieren a la mucosa intestinal (Campos e
al., 2011; Olivos ef al., 2011; Haque, 2003). Esta union se da a través de lectinas especificas de
Galactosa (Gal) y N-acetil-galactosamina (Gal/GalNac) presentes en la superficie de E.
histolytica (Ravdin, 1989). E. histolytica invade la mucosa y submucosa gastrointestinal, generando
asi las manifestaciones intestinales mas frecuentes como la diarrea con sangre y el moco, mejor
llamada colitis amebiana. Los trofozoitos pueden enquistarse y salir al ambiente con las heces,
contaminar agua y alimentos, infectando otros individuos y completando asi su ciclo de vida

(Figura 1).



Fig. 1 Ciclo de vida de E. histolytica. E. histolytica se encuentra en dos formas: como
trofozoito y como quiste. Cuando se encuentra en forma de quiste puede ser ingerido a traveés
de agua y alimentos contaminados, viajar por el aparato digestivo y alojarse en el fleon donde
se desenquista generando 8 trofozoitos los cuales migran al ciego e invaden el epitelio intestinal
(amibiasis invasiva). Postetiormente, los trofozoitos pueden enquistarse, salir al medio en las
heces y contaminar el agua completando asi su ciclo de vida (Haque ¢/ al, 2003).



1.3. Mecanismos patogénicos de E. histolytica y mecanismos de defensa del huésped

Cuando FE. histolytica coloniza el epitelio intestinal, se presentan una setie de
mecanismos patogénicos responsables de su virulencia, lo cual va a determinar su capacidad
infecciosa e invasiva (Trejo y Castafion, 2009). E. histolytica es un organismo citotoxico para
gran variedad de tipos celulares, dentro de los que se incluyen: epitelio intestinal, neutrofilos,
linfocitos T, macréfagos, epitelios y una variedad de lineas celulares mantenidas en cultivo
como los son MDCK, Caco-2 y CHO (Ralston y Petri, 2011). Dentro de los principales
mecanismos patogénicos de E. histolytica se encuentra, la produccion de moléculas tales como
proteasas, amebaporos, fosfolipasas y adhesinas (Campos e al, 2011; Ramos e/ al., 2009)
(Tabla 1). La adhesion de E. histolytica a su célula huésped, es regulada por lectinas especificas
que interactian con el carbohidrato Gal/GalNac (Petri, 1996). La lectina es un heterodimero
compuesto de una subunidad ligera de 35-kDa y una pesada de 170-kDa, la subunidad pesada
se encuentra embebida en la membrana celular del parasito, mientras que la ligera es
extracelular y ambas se encuentran unidas por enlaces disulfuro (Petri, 1996). La subunidad
ligera interacciona con sus receptores en la célula blanco, conformados por los carbohidratos
Gal y Gal/GalNac (McCoy e al, 1994). Después de la adhesion, los niveles de calcio
intracelular se elevan dramaticamente, provocando desfosforilacién de proteinas en la célula
huésped y contribuyendo a la muerte celular (Ralston y Petri, 2011); ya que la entrada de calcio
en el parasito activa factores de transcripcion como URE3-BP (proteina de uni6n al elemento
regulador tio arriba), que modula la expresion de factores de virulencia como el gen ferredoxina
1y lectina Gal/ GalNac (Gilchtist e al., 2010). También E. histolytica activa la apoptosis en la

célula huésped, por la activacion de la caspasa 3, incluso antes de que se de la fagocitosis de las

células (Huston ez al., 2003).
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Resumen

Durante la invasion a su hospedero E. histolytica esta expuesta a especies reactivas de
oxigeno (ERO) provenientes del sistema inmunologico del huésped. Cuando estas ERO
sobrepasan el sistema de defensa antioxidante de este parasito, su estabilidad genomica puede
verse comprometida, siendo uno de los principales dafos las modificaciones de bases
nitrogenadas, las cuales pueden ser reparadas por la via de Reparacion por Escision de Bases
(BER). En el genoma de E. histolytica existen genes que codifican para enzimas que participan
en la via de reparacion BER. Sin embargo, hasta la fecha sélo se han caracterizado las proteinas
EhDNALigl y EhPCNA, las cuales participan en dicha via. En este trabajo, se evaluo la
viabilidad y la capacidad de crecimiento de E. histolytica a diferentes concentraciones de H,0O,.
Posteriormente, se evaluo el dano al ADN a través de la formacion del aducto 8-OHAG en
respuesta al tratamiento con 2.5 mM de H,0,. Asi mismo, se analizaron los niveles de
expresion de genes que codifican para proteinas involucradas en la reparacion del ADN por la
via BER en condiciones basales y en respuesta al tratamiento con 2.5 mM de H,O,. De igual
forma, se determin6 la localizacion de EhDNALigl y EhPCNA mediante microscopia
confocal. Se observo que E. histolytica expresa los genes de la via BER en condiciones basales
de cultivo, que el tratamiento con 2.5 mM de H,0, induce la formacion del aducto 8-OHdG y
los genes ehdnaligl y ehpena modifican su expresion en respuesta al dafio inducido al ADN con
H,O,. Finalmente, se observo la re-localizacion de las proteinas ERDNALigl y EhPCNA en el
nucleo de trofozoitos de E. histolytica en respuesta al tratamiento. Se puede concluir que E.
histolytica expresa genes que codifican para proteinas involucradas en la via de reparacion BER
los cuales le permitirian al parasito reparar dafios al ADN cuando es expuesto a ERO. Es
interesante que los genes e¢hdnaligl y ehpena aumenten su expresion en respuesta al dano
inducido por el tratamiento con H,O, y que las proteinas codificadas por estos genes se
relocalicen y co-localizen en regiones tipo focis, sugiriendo su participacion en la reparacion del

dano al ADN.



Abstract

During the invasion of E. histolytica to its host, it is exposed to reactive oxygen species
(ROS) from the host immune system. When these ROS exceed the antioxidant defense system
of the parasite, its genomic stability may be compromised, one of the main damages are the
modifications of nitrogenous bases, which can be repaired means by Bases Excision Repair
(BER). In the genome of E. histolytica there’re genes coding for enzymes involved in repair
pathway BER. However, so far only they have been characterized the proteins EhDNALigl
and EhPCNA which are involved in this pathway. In this work, the viability and growth
capacity of E. histolytica to different concentrations of H,0O, were evaluated. Subsequently, the
DNA damage was evaluated through adduct formation 8-OHdG in responsed to treatment
with 2.5 mM H,0,. Also, the expression levels of genes encoding proteins involved in DNA
repair by the BER pathway in basal conditions and in response to treatment with 2.5 mM
H,O, were analyzed. Similatly, the locations of EhDNALigl and EhPCNA by confocal
microscopy were determined. E. histolytica was observed that BER pathway genes expres in
basal culture conditions, that treatment with 2.5 mM H,O, induces 8-OHdG adduct formation
and ehdnaligl and ehpena genes alter its expression in response to induced DNA damage by
H,O,. Finally, re-locating of EhPCNA and EhDNALigl proteins was observed in the nucleus
of E. histolytica's trophozoites in tesponse to treatment. It can be concluded that E. histolytica
expressed genes coding for proteins involved in the BER repair pathway which would allow
repair DNA damage of the parasite when exposed to ROS. Interestingly ebdnaligl and ehpena
genes increased their expression in response to damage induced by treatment with H,O, and
the proteins encoded by these genes are re-localized and co-localized in focis type regions,

suggesting their involvement in the repair of DNA damage.

Vi



I. Introduccion
1. Generalidades de Entamoeba histolytica
1.1. Epidemiologia

E. histolytica es un protozoatio parasito, anaerobio, causante de la colitis y amibiasis
sistémica, ademas esta involucrado en severos casos de abscesos pulmonares y hepaticos. Se
desconoce de forma precisa la prevalencia de la infeccion por E. hustolytica, pero se estima que
alrededor de unos 50 millones de personas se encuentran infectadas y es causal
aproximadamente entre 40,000 - 100,000 muertes anualmente en todo el mundo (Walsh, 1986,
Stanley, 2003). Las petsonas con mayor tiesgo de adquirir esta infeccion son aquellas que viven
en 4reas con acceso restringido a servicios de agua potable y drenajes inadecuados, lo cual

favorece la transmision via fecal-oral a través de agua y alimentos contaminados (Stanley, 2003;

Haque, 2000).

1.2. Ciclo de vida de E. histolytica

E. histolytica tiene un ciclo de vida en dos estadios: uno de ellos es como trofozoito y
otro en forma de quiste infeccioso, el cual es resistente al medio si estas condiciones no son
muy propicias y se caracteriza por una motfologia esférica con pared gruesa llamada pared
quistica, la resistencia al medio esta definida como la capacidad que presentan los organismos
de soportar los factores del ambiente que evitan que la poblacion crezca desmesuradamente.

Cuando se encuentran en forma de quiste, pueden set ingeridos via oral, viajar por el
aparato digestivo y transformarse en trofozoitos, donde en el 90% de los casos, pueden causar
una infeccién asintomatica, en el 10% una infeccion invasiva y en cerca del 1% de estos casos
pueden diseminarse a otros o6rganos, tales como higado, cetebro y pulmones, generando

abscesos (Haque ¢/ al., 2003). En la infeccion invasiva, los trofozoitos se desenquistan dando



lugar a la formacién de un protoplasto desnudo tetra nucleado, el cual va a generar 8
trofozoitos, que posteriormente migran al ciego y se adhieren a la mucosa intestinal (Campos ¢/
al., 2011; Olivos ez al., 2011; Haque, 2003). Esta union se da a través de lectinas especificas de
Galactosa (Gal) y N-acetil-galactosamina (Gal/GalNac) presentes en la supetficie de E.
histolytica (Ravdin, 1989). E. histolytica invade la mucosa y submucosa gastrointestinal, generando
asi las manifestaciones intestinales mas frecuentes como la diarrea con sangre y el moco, mejor
llamada colitis amebiana. Los trofozoitos pueden enquistarse y salir al ambiente con las heces,
contaminar agua y alimentos, infectando otros individuos y completando asi su ciclo de vida

(Figura 1).



Fig. 1 Ciclo de vida de E. histolytica. E. histolytica se encuentra en dos formas: como
trofozoito y como quiste. Cuando se encuentra en forma de quiste puede ser ingerido a través
de agua y alimentos contaminados, viajar por el aparato digestivo y alojarse en el ileon donde
se desenquista generando 8 trofozoitos los cuales migran al ciego e invaden el epitelio intestinal
(amibiasis invasiva). Posteriormente, los trofozoitos pueden enquistarse, salir al medio en las
heces y contaminar el agua completando asi su ciclo de vida (Haque ez a/., 2003).



1.3. Mecanismos patogénicos de E. histolytica y mecanismos de defensa del huésped

Cuando E. Justolytica coloniza el epitelio intestinal, se presentan una setie de
mecanismos patogénicos responsables de su virulencia, lo cual va a determinar su capacidad
infecciosa e invasiva (Trejo y Castanon, 2009). E. histolytica es un organismo citotoxico pata
gran variedad de tipos celulares, dentro de los que se incluyen: epitelio intestinal, neutr6filos,
linfocitos T, macrofagos, epitelios y una vatiedad de lineas celulares mantenidas en cultivo
como los son MDCK, Caco-2 y CHO (Ralston y Petri, 2011). Dentro de los principales
mecanismos patogénicos de E. histolytica se encuentra, la produccion de moléculas tales como
proteasas, amebaporos, fosfolipasas y adhesinas (Campos ef al, 2011; Ramos ez al., 2009)
(Tabla 1). La adhesion de E. histolytica a su célula huésped, es regulada por lectinas especificas
que interactian con el carbohidrato Gal/GalNac (Petti, 1996). La lectina es un heterodimero
compuesto de una subunidad ligera de 35-kDa y una pesada de 170-kDa, la subunidad pesada
se encuentra embebida en la membrana celular del parasito, mientras que la ligera es
extracelular y ambas se encuentran unidas por enlaces disulfuro (Petri, 1996). La subunidad
ligera interacciona con sus receptores en la célula blanco, conformados por los carbohidratos
Gal y Gal/GalNac (McCoy e al, 1994). Después de la adhesion, los niveles de calcio
intracelular se elevan dramaticamente, provocando desfosforilacion de proteinas en la célula
huésped y contribuyendo a la muerte celular (Ralston y Petri, 2011); ya que la entrada de calcio
en el parasito activa factores de transcripcion como URE3-BP (proteina de union al elemento
regulador rio arriba), que modula la expresion de factores de virulencia como el gen ferredoxina
1'y lectina Gal/ GalNac (Gilchtist ef al., 2010). También E. bistolytica activa la apoptosis en la
célula huésped, por la activacion de la caspasa 3, incluso antes de que se de la fagocitosis de las

células (Huston ez al., 2003).



Tras la adhesion del trofozoito con su célula blanco, los amebaporos se insertan en la
membrana para lisar la célula. Existen tres isoformas de amebaporos (A, B y C) que consisten
en 77 residuos de aminoacidos y se localizan dentro de granulos citoplasmaticos. la
importancia de estas moléculas se determiné cuando se inhibi6 la expresion de la isoforma A 'y
se observo que la cepa se convirtié en no virulenta (Hecht ez al., 2004). Las proteasas son otro
grupo de proteinas con actividad proteolitica asociadas a la patogenicidad de éste parasito;
estas tienen la capacidad de degradar distintos sustratos tales como: inmunoglobulinas,

fracciones del complemento y mucinas que recubren el epitelio intestinal del huésped (Serrano-

Luna ez al., 2013; Tillack ez al., 2007).

Tabla 1. Principales funciones de las proteinas sectetadas/exctetadas por los trofozoitos de E.
histolytica

+ Lectina Gal/GalNAc
* Unién al epitelio intestinal
« Efectos de citdlisis y citotoxicidad
« Inhibicion del complejo ataque a membrana
* EhADH112 (Complejo EhCPADH)
« Union a ceélulas diana
« Fagosina
* Proteina de membrana L220
» Lectina
« Aglutinina - Eritrofagocitosis
« Regulador de la proliferacionde LT
+ Proteina rica en serina (SREHP)
+ Unién al epitelio intestinal
+ Potente inmundgeno

roleinas formadoras de poros s

+ Amebaporo A, By C

» Enzima proteolitica

« Asesina las bacterias fagocitadas por &l trofozoito

» Induce la necrosis de células epiteliales y leucocitos
* Hemolisina Ml

« Lisis de células del hospedero
+» Fosfolipasa A
« Lisis de leucocitos

aa nzamas plO’OOlICIS o e 4 e e

» Cisteinas Proteasas
+» Degradacion de IgA e IgG
« Degradacion de la proteina precursora pro-1L-18
» Degradaciondel C3ay C5a
« Actividad ICE - Induccion de la apoptosis

(Tomado de Trejo 2009).



Otros mecanismos de supervivencia y virulencia que recientemente han cobrado
importancia, se basan en la eficacia de los trofozoitos contra las Especies Reactivas de Oxigeno
(ERO) y Especies Reactivas de Nitrogeno (ERN) producidas por el sistema inmunologico del
huésped (Gretes ¢ al, 2012). Dentro de las principales moléculas involucradas en la
detoxificacion de ERO, se encuentran: Superoxido dismutasa (SOD), NADPH oxido
reductasa y peroxirredoxinas.

En el huésped E. histolytica se encuentra con una serie de respuestas, como son los
mecanismos de defensa de primera linea que son reconocidos y activados por diferentes
estructuras de supetficie o moléculas secretadas por el parasito. El confinamiento y destruccion
de los trofozoitos, esta caracterizada por el reclutamiento de leucocitos polimorfonucleares,
linfocitos, células dendriticas y macrofagos. Los macrofagos, se han asociado con la
destruccion directa de los trofozoitos de E. hustolytica, a través de mecanismos que incluyen la
generacion de intermediarios de oxigeno, ERO y ERN; activados con el reconocimiento de
antigenos de supetficie del trofozoito por receptores tipo Toll (TLR-2 y TLR-4) (Guo e/ a/
2007; Espinosa y Martinez, 2000) (Figura 2). Junto con los macrofagos, los neutrofilos son
considerados parte principal de la respuesta inmune celular contra este parasito. Los
macrofagos actian también como células que desencadenan la respuesta inmune, al generar o
inducir citosinas que juegan un papel importante en la activacion de otras células, tales como
los linfocitos T cooperadores (CD4 +). Estas células se encargan de orquestar la respuesta

inmunologica adaptativa contra E. histolytica  (Pertuz y Flores, 2004).
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Fig. 2 Factores de virulencia de E. histolytica. 1.a imagen muestra diferentes factores de
virulencia como: adhesinas, proteasas y amebaporos; asi como, la produccion de enzimas con
funcién antioxidante (SOD, peroxirredoxinas y NADPH oxido reductasa), cuyo principal
papel es convertir las ERO generadas por el sistema inmunologico del huésped en compuestos
menos toxicos (adaptado de Wilson ez a/., 2012).
1.4. Genoma de Entamoeba histolytica

La secuencia del genoma de E. histolytica (cepa HM1: IMSS) se publico en 2005 (Loftus
et al., 2005) y postetiormente fue re-ensamblado y re-anotado en 2010 (Lotenzi ef al, 2010).

En 2005, se predijo el tamano del genoma en 23,361,983 pb, con un total de 9,938
genes de un tamafo de 1,17 kb, que comprende el 49% del genoma. En 2010, con la re-
anotacion del genoma se estimo6 un tamano de 20,799,072 pb y el nimero de genes en 8,201, es
decir 17% menos que los reportados en 2005 y con un promedio en tamano de 1.26 kb. T.a
secuenciacion del genoma de E. histolytica reveld una variedad de adaptaciones metabolicas
compartidas con otros dos patogenos amitocondriales, Guardia lamblia y Trichomonas vagnalis.

Estas adaptaciones incluyen la reduccion o eliminacion de la mayoria de las vias

metabdlicas mitocondriales y el uso de enzimas de estrés oxidativo, generalmente asociadas



con procariotas anaerobicas. En el colon, E. hustolytica se encuentra en un ambiente anoxico y
cuando coloniza el intestino, la tension de oxigeno aumenta por lo que hacer frente a este
cambio, recientemente se considera como un factor de virulencia. La importancia de esta
respuesta es subrayada por la redundancia de los mecanismos de detoxificacion de oxigeno.

Por ejemplo E. histolytica tiene cuatro copias de genes codificantes para flavoproteina,
que desintoxica 6xidos y 6xido nitrico; también contiene genes para rubreritrina, que en las
bacterias anaerobias es protectora contra el peroxido de hidrogeno intracelular (Sztukowska ez
al., 2002) (Figura 3). Estas proteinas antioxidantes y de resistencia a estrés nitrosativo
también estin presentes en otros parasitos unicelulates como G. lamblia (con la excepcion de
rubreritrina) y T. vaginalis (Loftus et al, 2005). La mayoria de las vias de biosintesis de
aminoacidos en F. histolytica han sido eliminadas, excepto los de serina y cisteina, que
probablemente han sido conservadas para la produccion de cisteina, principal tiol intracelular,
capaz de donar un equivalente de reduccién a moléculas como las ERO. Los altos niveles de
cisteina en E. histolytica pueden compensar la falta de glutation y sus enzimas asociadas,

componentes importantes de la resistencia al estrés oxidativo en muchos organismos (Loftus e/

al,, 2005).
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Fig. 3 Flavoproteina A y rubreritrina. a) Se observa la participacion de NADPH, que tiene la
capacidad de convertir el oxigeno molecular (O,) en ani6n superoxido (20, -) y en conjunto
con SOD forman peréxido de hidrogeno (H,0,). La Rubreritrrina (Rbr) puede convertir el
H,0, en agua. B) Las flavoproteinas tipo A (FprA) convierten el 6xido nitrico a 6xido nitroso
(Loftus et al., 2005).



2. Estrés oxidativo y mecanismos de reparacion del ADN

2.1. Oxigeno

Las ERO son derivados de O, y este elemento es considerado como sin6nimo de vida
ya que lo requerimos para respirar, ademas de ser un elemento imprescindible en el
metabolismo de todos los organismos aerobios. También los metabolitos de oxigeno son
importantes moléculas microbicidas, generadas por macrofagos, fagocitos y células dendriticas
(Ghadiran ez al., 1986). Existen muchos informes que indican que el O, es toxico a cualquier
concentracion, esto debido a que las ERO que se generan tienen la capacidad de reaccionar
rapidamente con moléculas o compuestos presentes en el organismo, tales como lipidos,
carbohidratos, proteinas y acidos nucléicos. Sin embargo, recientes estudios sugieren que la
generacion de ERO y ERN son importantes componentes intracelulares reguladores de
diversas funciones fisiologicas, como la regulacion del tono vascular, la sintesis de insulina, la
activacion del factor inducible por la hipoxia (HIF por sus siglas en inglés), la proliferacion,
diferenciacion y migracion celular (Adelheid y Andrey, 2015). Muchos protozoos parasitos,
tales como E. lustolytica, G. lamblia, Trypanosoma, Leishmania, y Plasmodium, se consideran
anaerobios, ya que pueden ser cultivadas zz-ztro bajo condiciones de tension de oxigeno
reducida. Aunque se ha visto que estos parasitos son aerotolerantes y hasta pueden consumir
oxigeno en clerta medida (Rajeev, 1996). Hallazgos recientes indican que las ERO juegan un
papel importante en la diferenciacion regulada por hierro de promastigote-amastigote en
Leishmania. 1a exposicion a temperaturas elevadas en L. znfantum, induce su diferenciacion
promastigote-amastigote, provocando hiperpolarizacion de las mitocondrias del parasito, un

aumento en la frecuencia respiratoria y un aumento de ERO (Mittra y Andrews, 2013).



2.2. EROy radicales libres

La reducciéon del oxigeno y la radiacion ionizante dan lugar a la formacion de ERO.
Algunas de estas ERO son radicales libres. Un radical libre es una especie quimica que presenta
al menos un electrén no apareado, el cual tiene la capacidad de asociarse con otras moléculas.

Dentro de las principales ERO que se generan a partir de la reduccion del O, y la
radiacion ionizante son: anién superoxido (O,), peréxido de hidrogeno (H,0,), oxigeno
singulete (O,), y radical hidroxilo (OH) (Gonzalez e/ al, 2000; Mayor, 2010), siendo este
altimo, el de mayor reactividad y el principal agente mutagénico capaz de oxidar las bases

nitrogenadas y los residuos de desoxirribosa del ADN (Lu e/ al.,, 2001) (Tabla 2).

Tabla 2. Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Radicales libres No radicales

Superoxido o0 Oxigeno molecular &
lon hidroxilo «OH Peroxido de hidrogeno  H,O,
Oxido nitrico  NO Peroxinitrito NO,

(Tomado de Bernardini 2008).
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2.3. Estrés oxidativo, sistema de defensa antioxidante y dafio al ADN

En organismos aerobios y aerotolerantes existe un balance entre la produccion de ERO
y el sistema de defensa antioxidante que mantiene la homeostasis, regulando asi el estado redox
intracelular. La pérdida de la homeostasis provoca el estado de estrés oxidativo, que puede
conducir a la formacién de lesiones en la estructura de lipidos, proteinas y acidos nucléicos, lo
que eventualmente induce alteraciones en las funciones metabolicas e inclusive la muerte
(Venereo, 2002; Lopez ef al, 2003; Marnett, ez a/ 2003). Debido a que el ADN sirve de copia
permanente del genoma celular, cambios en su estructura tienen mas trascendencia que

alteraciones en otros componentes celulares como el ARN, lipidos o proteinas (Cooper y

Hausman, 2007).

El balance entre las ERO vy el sistema de defensa antioxidante como se menciono
anteriormente, mantiene la homeostasis celular; asi mismo, el sistema de defensa antioxidante
lo componen un grupo de moléculas, cuya finalidad es convertir estas ERO en compuestos no
toxicos o menos toxicos (Oxilia, 2010; Gonzalez e al., 2000; Mayor 2010). En organismos
eucariontes se han descrito la presencia y actividad de algunas de las enzimas con funcion
antioxidante, dentro de las que se encuentran: SOD, glutation peroxidasa (GPx), catalasa

(CAT) (Figura 4), tiorredoxinas (TR) y peroxirredoxinas.

205 40H 22y O + O

CAT
2H:02 —» 2HO0+ O

GP
H202+ 2GSH —» 2H:20 + GSSG

Fig. 4 Productos de algunas enzimas con funciéon antioxidante. SOD tiene la capacidad
de dismutar al Oz para convertirlo en H,0O,, CAT transforma H,0,en H,O y O,; GPx reduce
al H,0, y ROOH para formar H,O (Jie e al., 2013; Kulbacka e7 al., 2012).

11



A su vez cabe destacar la participacion de ciertos oligoelementos como parte activa de
las enzimas antioxidantes, tales como: cobre, zinc, selenio, magnesio y hierro (Gonzalez e/ al.,
2000). También existen antioxidantes no enzimaticos que tienen la capacidad de unirse a
radicales libres y transformarlos en radicales menos agresivos; algunos de ellos son: vitamina E,
vitamina C, glutatiéon, urato, bilirrubina, flavonoides, espermina y la coenzima Q (CoQ)

(Gonzalez et al., 2000).

Como se mencioné anteriormente, el mantenimiento del equilibrio entre ERO y
enzimas con funcién antioxidante es importante para mantener la homeostasis intracelular,
mientras que la sobreproduccion de ERO esta implicada en la eliminacién de distintos
patégenos. Dentro de los principales dafios que se generan en el ADN por parte de ERO son:
rompimiento de cadena sencilla (SSB por sus siglas en inglés), de doble cadena (DSB por sus
siglas en inglés), asi como la formacion de aductos como la 8-hidroxidesoxiguanosina (8-
OHAG) o la 8-oxodesoxiguanosina (8-oxodG) (Figura 5). Estas ultimas son de gran
importancia, ya que generan transversiones en el genoma, relacionadas como causa de
diferentes tipos cancer. Por otra parte, la oxidacion de lipidos y proteinas genera intermediatios
que también pueden reaccionar con el ADN formando otro tipo de aductos (Esterbauer e/ al,

1990).
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Fig. 5 Lesiones en el ADN causadas por ERO. 1) Formacion de aductos 8-OHdG u 8-
oxodG. 2) Generacion de sitios aputinicos/apitimidicos (AP). 3 y 4) Rompimiento de cadena
sencilla y doble cadena (modificado de Pelying e a/., 2011).

{

El estrés oxidativo y nitrozativo pueden causar inestabilidad al genoma con la aparicion
de fenotipos alterados en parasitos y modificaciones oxidativas en otras macromoléculas
celulares indispensables como proteinas y lipidos (Bosch e 4/, 2015). Como se menciono
anteriormente el estrés oxidativo, es generado por células del sistema inmunolégico del
huésped (macrofagos, células dendriticas y monocitos), ademas de medicamentos para el
control de infecciones parasitatias (Guo e/ a/ 2007; Tejman y Eckmann, 2011). Entre los
farmacos utilizados como quimioterapéuticos se encuentran componentes que pertenecen a los
5-nitroimidazoles (metronidazol) y benzimidazoles (albendazol) (Tejman y Eckmann, 2011). El
dano oxidativo al ADN en parasitos se asocia con la detencion del ciclo celular y apoptosts,
por lo que cuentan con mecanismos para evadir las ERO y llevar a cabo la reparacion del

genoma, en el caso de encontrarse en un estado de estrés oxidativo.
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2.4. Mecanismos de reparacion del ADN

Cuando el sistema de defensa antioxidante celular se ve sobrepasado por las ERO, el
genoma puede sufrir lesiones y para contrarrestar el dano infligido sobre el genoma, la célula
tiene la capacidad de activar una cascada de sefializacion, llamada respuesta a dano en el ADN.

La respuesta de dafio al ADN detecta la lesion y transmite seiales que activan los
puntos de control del ciclo celular, con el fin de retrasar la progresion de este ciclo y permitir
que el dafio sea reparado mediante el reclutamiento de la maquinaria de reparacion del ADN
(Ghosal y Chen, 2013). Una vez detectado el dafo, empiezan a funcionar los mecanismos de
reparacion del ADN. Estos mecanismos de reparacion del ADN se pueden dividir en dos
clases principales: 1) inversion directa de la reaccion quimica y 2) eliminacion de bases danadas,
seguida de la reposiciéon de ADN recién sintetizado (Cooper y Hausman, 2007).

Cuando los nucleétidos no coinciden, causan inestabilidad genomica provocada por la
ADN polimerasa, a la cual se le escapan errores en su actividad correctora o por
deslizamientos de ésta. Cuando esto sucede, la via de reparacién mismatch entra en marcha.

Esta via consta de cuatro pasos, el primer paso es el reconocimiento del mal
apareamiento de bases en el ADN y la unién del complejo proteico heterodimérico MSH2-
MSH6 o MSH2-MSH3, dependiendo del tipo de lesion que se presente. El segundo paso es la
escision por la exonucleasa EXO1; el tercer paso es la sintesis llevada a cabo por la polimerasa
Pol §; y por dltimo se realiza la ligacion de los extremos por la ADN ligasa 1 (Gredilla e al.,
2012) (Tabla 3).

A su vez, existen dos vias principales que reparan la DSB en el ADN: la reparacion por
recombinacion no homoéloga (NHE] por sus siglas en inglés) y la reparacion por
recombinacién homéloga (HR por sus siglas en inglés). En NHE], las proteinas clave que se

conservan desde la levadura a los seres humanos, incluyen el heterodimero Ku70-Ku80, que
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une los extremos del ADN con una alta afinidad. Este heterodimero recluta a su vez a
nucleasas, polimerasas (4 y 1) y al complejo de ligasa Cernunnos, también conocido como XLF
con ADN ligasa IV (Langerak y Russell, 2011).

La reparacion por HR, inicia cuando el complejo Mrel1-Rad50-Nbs1/Xrs2 (MRN) el
cual reconoce y se une al ADN, generando extremos libres mas largos en la hebra 3' del ADN.
Este extremo se recubre de las proteinas RPA, RAD51 y otras moléculas del complejo
epistatico RAD51 para formar un filamento nicleo-proteico, cuya finalidad es invadir la doble
hebra de ADN homologa, abriendo en ella una burbuja y emparejandose a la cadena
complementaria que discurre en direccion antiparalela. A partir de este extremo 3' se extiende
la cadena, usando la hebra complementaria como molde, y al mismo tiempo se extiende
también el otro extremo que habia quedado libre. Tras una corta extension, los extremos libres
se unen por accion de una ligasa y esto genera dos estructuras en las que una hebra salta de una

molécula de ADN a la molécula homéloga (Langerak ez al.,, 2011).

DNA lonizing radiation (IR) Spontaneous reaction Replication errors Chemotherapuetic drugs
damaging Chemotherapuetic (hydrolysis/ oxidation) Drugs (Hydroxyuraa, (Psoralen, Cisplatin,
agent drugs (Bleomycin) Atkytating agents Camptothecan) Mitomycin C. Oxaliplatin)

(Methy! methane sulfonate) UV tight
Programmed celiular Metabolic by-products
events: Meiosis, V(D)J (reactive oxygen species)
recombination, class Cigarrette smoking
switch recombination X- rays

DNA Double-stranded Abasic site Stalled replication forks  Intrastrand DNA crosslinks
lesions breaks (DSBs) 8-oxo guanine Mismatch bases
Single-stranded breaks Cyclobutane pyrimidine Interstrand DNA crosslinks
(sSses) Dimers (CPD) (CLs)

6-4 Photo products

o 2
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Cell Cycie Checkpolnt l l Apoptosis

Tranagnpnon Senescence
DNA Repmr

DNA Homologous recombi-  Base excision repair Nucleotide excision repair Fanconi anemia (FA)
Repair nation (HR) (BER) Mismatch repair (MMR) HR
Non-homologous end Transiesion synthesis Translesion synthesis

joining (NHEJ)

Fig. 6 Respuesta al dafio en el ADN. Factores endégenos y exégenos pueden causar dafio al
ADN, los dafios van desde modificacion de bases hasta rupturas de cadena doble. Estos dafios
pueden ser detectados por las células a través del llamado respuesta a dafio al ADN, activando
los procesos celulares como los puntos de control del ciclo celular y la transcripcion; asi como,
la activacion de las maquinarias de reparacion, senescencia y apoptosis (Ghosal y Chen, 2013).
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El ADN nuclear también puede repararse por el mecanismo de Reparacion por
Escision de Nucleotidos (NER por sus siglas en inglés), el cual puede eliminar numerosos
tipos de lesiones voluminosas que distorsionan la doble hélice. Ademas, NER es central para la
reparacion de enlaces cruzados del ADN. La via NER incluye el reconocimiento de danos, la
apertura de la hélice de ADN, la incision y la posterior sintesis de los nucleotidos que rodean la
lesion; y por altimo, la formacion del enlace fosfodiéster para ligar la cadena de ADN. NER
tiene dos sub-vias con diferentes formas de deteccion de lesiones: escaneo genoma global y
acoplado a la transcripcion (Gredilla ez al., 2012).

La Reparacion por Escision de Bases (BER), es una de las vias mas importantes
implicadas en corregir el dafio oxidativo en el ADN en las células de humanos. Se estima que el
nivel de lesiones generados en la célula por dia es de 1000 aductos 8-OHAG (van Loon ef al,
2010). Durante la infeccion parasitaria en el huésped, la eliminacion del parasito inicia con la
produccion de ERO, la cual podria generar el aducto 8-OHdG y conducir a transversiones
durante la replicacion del ADN, poniendo en riesgo la estabilidad genomica del parasito E.
histolytica. Se han encontrado algunos componentes de la via BER en el genoma de diferentes

parasitos, los cuales podrian ser suficientes para llevar acabo la reparacion del ADN (E.

histolytica) (Tabla 3).
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Tabla 3. Proteinas involucradas en los mecanismos de reparacion del ADN en eucariontes

Agentes causantes del dafio

ERO, agentes alquilantes y UV

UV y ERO

Errores de replicacion

Rayos X, UV y ERO

Lesiones

8-OHdG, 8-oxodG, bases alquiladas o

Dimeros de pirimidina

A-G mismatch

Rompimiento de doble

mismatch bases bulky lesions T-C mismatch cadena
Mecanismos de reparaciéon
BER NER Mismatch Recombinacion
homdloga

Proteinas involucradas en:

Reconocimiento del dafio

Reconocimiento del dafio

Reconocimiento mismatch

5°-3’ resection

Via corta Via larga GG TC Complejos: Complejo MRN:
Glicosilasas bifuncionales Glicosilasas Complejo Cul4-DDB (XPE): | Complejo  Cul4- -k}ut&a 11\)41\‘5415126_11:/[11&2 -RAD50-Mre11-Nbs
OGG1, NTH, NEILI, | monofuncionales RBX1, Cul4, DDB1, DDB2 | CSA: ‘M‘“;,“ ST, TSI
NEIL2 y NEIL3 UNG, MUTY, MBD4, | Complejo XPC: RBX1, Cul4, _MlIltILI%/LIviI ”; :

MPG y SMUG XPC, HR23B, CETN2 DDBI1, CSA, CSB e s :
SEESS ” . »CSA,CSB | pre yPONA
Escision cadena Desenrollamiento ADN Escision Formacion Filamento
APE1 y APE2 APE1y APE2 Complejo  TEIIH:  CDK7, XPG, XPA y RPA Exo1l RPA, Rad51, Rad52, BRCA2,
XPB, TFIII1, MNATI, DSS1
XPD, TFIIH2, CCNI,
TTDA, TFIIH3, TFIIT4,
Sintesis Incision, escision y sintesis ADN Sintesis ADN Sintesis ADN
Incision: XPEF y ERCC
Dpol, XRCCT, Lig3 Dpol, PCNA, Pols, | Escision: PCNA, RFC RPA y Pold Pold

Polp, Pole, Fenl

Sintesis: Pold y Pole

Ligacion

Ligl

U El genoma de amiba presenta genes que codifican para estas proteinas (Tabla generada a partir de la base de datos de Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

(KEEG).
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2.5. Mecanismo de Reparacion por Escision de Bases (BER)

La reparacion por BER, es una de las vias mas importantes implicadas en cotregit el dafio
oxidativo en el ADN en las células de humanos. Se estima que el nivel lesiones en una célula por dia
es de 1000 aductos 8-OHAG (van Loon ez al., 2010). Durante la infeccion parasitaria en el huésped, la
eliminacion del parasito inicia con la produccion de ERO, la cual podria generar el aducto 8-OHdG y
conducir a transversiones durante la replicacion del ADN, poniendo en tiesgo la estabilidad
genomica del parasito E. histolytica. Esta via de reparacion se encuentra subdividida en dos: la via
corta y la via larga, que se diferencian en el numero de nucleétidos que son escindidos y la cantidad
de enzimas que participan en ellas. En la via corta solamente se remueve e incorpora un nucleétido,
en tanto que en la via larga se incorporan de 2 a 6 nucle6tidos. La via corta inicia cuando el ADN
danado es reconocido por una ADN glicosilasa, la cual escinde el enlace N-glicosilico que une a la
base nitrogenada con la columna vertebral de la desoxirribosa fosfato. Esta escision genera un sitio
abasico/apurinico/apirimidico o sitio AP, el cual es procesado por una ADN endonucleasa AP
(Figura 7). Esta enzima corta el enlace fosfodiéster en el extremo 5' del sitio AP, generando asi un
SSB, que posee un hidroxilo libre en el extremo 3' y un grupo fosfato en el extremo 5', unido al
aztcar desoxirribosa (Dianov y Hubscher, 2013). Es requisito que el SSB tenga los extremos 3'-
hidroxilo y 5'-fosfato, para que la ADN polimerasa incorpore el nucledtido correspondiente y la
ADN ligasa pueda sellar los extremos sueltos del ADN. En la via larga se requiere una mayor
cantidad de enzimas para llevar a cabo la reparacion, como lo son el Antigeno Nuclear de
Proliferacion Celular (PCNA por sus siglas en inglés), que sirve como proteina de andamiaje para la
polimerasa, la ADN ligasa y la exonucleasa FEN 1. Esta ultima encargada de retirar la hebra que

quedo colgando cuando la ADN polimerasa anadié mas nucleotidos a la hebra rota (Figura 7). Se
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han encontrado algunos componentes de la via BER en el genoma de algunos parasitos como E.

histolytica, los cuales podrian ser suficientes para llevar acabo la reparacion del ADN (Tabla 3).

FEEFELTE o

*ﬂ”lﬂ. ﬂ'; ’ DNA glicosilasa l m:gY
\(L iasa »1’1;1’1:11”]; NEIL
TTT jt} P G R N A e (-

Endonucleasa l APE1

Y3 :‘J’;frfr
APE1 fkﬁ} T Via de reparacion larga

p
Via de reparacion corta

DNA ligasa

Fig. 7 Esquema del mecanismo de teparacion BER. Proceso de reparacion por la via corta y
larga del mecanismo de teparacién BER, que consiste en: 1) Reconocimiento del dafio, remocion de
la base dafiada por medio de glicosilasas y escision de la cadena en sitio AP. 2) relleno del sitio AP
por medio de ADNpol. 3) Ligacién de la cadena con la formacion del enlace fosfodiéster por medio
de una ligasa. Como se puede observar la cantidad de proteinas participantes en las subvias es
diferente, al igual que el nimero de bases removidas de la cadena (Modificado de Xu ez a/., 2008).
2.5.1. Proteinas que participan en la via BER

La via de reparacion BER inicia con el reconocimiento del dafio, el cual se da a través de
proteinas ADN glicosilasas, que son enzimas encargadas de romper el enlace N-glicosil entre la base
dafiada y la cadena de desoxirribosa generando un sitio AP. En el genoma de mamiferos se han
identificado once genes codificantes para ADN glicosilasas. Las ADN glicosilasas se dividen en dos
grupos: monofuncionales y bifuncionales. Estas tltimas ademas de llevar acabo la remocion de la

base dafiada, también son capaces de romper el enlace fosfodiéster en el extremo 3’ del sitio AP

(Krokan es al, 1997). Las ADN glicosilasas también se pueden dividir en cuatro familias
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estructuralmente distintas: uracil ADN glicosilasas (UDGs), glicosilasas hélice-horquilla-hélice

(HhH), siendo los ejemplos mas significativos OGG y NTH, las cuales contienen el motivo HhH-

GPD que consta de HhH seguido de los residuos Gly, Pro y Asp (Krokan y Bjoris, 2013), 3-metil-

purin-glicosilasa (MPG) y endonucleasas VIII-like (NEIL) (Tabla 4) (Jacobs y Schir, 2012).

Tabla 4. ADN glicosilasas de mamiferos

Tipo de lesién Siglas Nombre Sustratos Funcion M/B
Uracil en ssADN o dbADN UDG Uracil-N glicosilasa U, 5-FU, ss y dsADN M
SMUG1 Uracil ssADN glicosilasa U, 5-hmU, 5-FU ss ADN M
Derivados  de  pirimidina  en  MBD4 Dominio  de  unién- T, U, 5-FU, ¢C opuesto a G en ds M
mismatches metilo glicosilasa 4 ADN
TGD Timina ADN glicosilasa T, U, 5-FU, «C M
5hmU, 5-fc, 5-caC, opuesto a G
en ds ADN
Bases oxidadas OGG 8-OHdG ADN  8-OHdG, FaPy, opuesto C, en B
glicosilasa | dsADN
MYH MutY A opuesto a 8-OHdG, C o G en M
dsADN
Purinas alquiladas MPG Metilpurina glicosilasa 3-meA, 7-meG, 3-meG. M
Hipoxantinas €A, en ss y ds ADN
Bases oxidadas NTHLI Endonucleasa IT1-like 1 A opuesto a 8-OHdG, Tg, FaPyG, B
5hC, 5hU, 5hC en dsADN
Anillo fragmentado o saturado en
pirimidinas NEIL 1 Endonuleasa ~ VIII-like Tg, FaPyG, FaPyA, 8-OHdG, B
glicosilasa 1 5hU, 5hC en ss y ds ADN
NEIL 2 Endonucleasa  VIII-like ~ As NTHL1 y NEIL 1 B
glicosilasa 2
NEIL 3 Endonucleasa  VIIl-like  FaPy, FaPyA preferentemente B
glicosilasa 3 ssADN

U, uracilo; A, adenina; T, timina; C, citosina; G, guanina; ss, single stranded; ds, double stranded; 5-hm, 5-
hidroximetil; 5-FU, 5-fluorouracil; ¢, eteno; 5-fC, 5-formilcitosina; 5-caC, 5-carboxilcitosina; 8-OHdG, 8-
OH-7,8-dthidroguanina; Tg, timidin glicol; FaPy, 2,6-dtamino-4-hidroxi-5-N-metilformamidopirimidina; me,

metil; h, hidroxil; M, monofuncional; B, bifuncional. Modificada de (Jacobs y Schir, 2012).
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Fig. 8 Esquema de dominios funcionales y estructura terciaria de la proteina OGG de H.
sapiens. A) En blanco se muestra el domino OGG en la region N-terminal y en naranja el dominio
HhH-GDP. El sitio catalitico esta conformados por los aminoacidos K-168, V-185 y D-186. B) En
la figura de la izquierda se muestran en rojo los motivos de union al ADN y en la derecha en rojo se
muestran sitios cataliticos de la enzima Obtenido de Phyre”.

La proteina APEX endonucleasa es esencial en la via BER en lesiones del ADN, causadas
por oxidacién y alquilacién de bases (Tell ez al., 2010) y participa como endonucleasa en sitios AP.
Esta enzima esta conformada por 300 aa y se divide en dos dominios: el N-terminal consta
de una sefial de localizacién nuclear y el dominio C-terminal tiene la actividad de endonucleasa
(Pfam) (Figura 9). APEX no so6lo esta implicada como elemento clave en la via BER, sino que
también actia como factor redox para la regulacion de factores de transcripcion, como modulador de

ARNm y represor transcripcional (Liy Wilson, 2013).

21



23 35 65 263
0 LCR ~ Pfam (Exo-endo-phos) _ 300

Fig. 9 Esquema de los dominios funcionales y estructura terciaria de la proteina APEX 1 de
H. sapiens. En blanco se muestra el domino Low Complexi Region (LCR) en la posicién N-

terminal y en verde el dominio Pfam que contiene el sitio de unién al ADN y catalitico (tomado de la
base de datos SMART)).

La especificidad de sustrato de FEN1 (Figura 10) permite procesar intermediarios en la
maduracion de los fragmentos Okazaki, también participa en la via BER larga y en el mantenimiento
de los telomeros. En la via BER larga, la ADNpol B coopera con FEN 1 para eliminar el azicar
oxidado; la ADNpol empieza a anadir residuos de nucle6tidos para rellenar el sitio AP, se agregan de
2 a 7 nucleotidos dejando una hebra de ADN colgando, la cual es escindida por FEN 1 (Zheng e al.,

2011).

220 253
1 107 146 218

0 { XPGN H XPGI

Fig. 10 Esquema de los dominios funcionales de FEN 1 de H. sapiens. El recuadro blanco
representa el dominio Xeroderma pigmentoso G en la regién amino (XPGN), el morado representa
el dominio XPGI, el azul el dominio HhH2 y los aminoacidos que van del 337 al 345 son el motivo
de interaccion con PCNA (PIP box) (tomado de la base de datos SMART).

380
337-GRLDDFFK -345

PCNA tiene una estructura altamente conservada (Naryzhny, 2008), que realiza una funcién
esencial proporcionando a la ADN pol una alta capacidad de procesamiento para duplicar el genoma.
PCNA adopta una estructura tridimensional de anillo que se acopla alrededor de la doble cadena de
ADN (Maga y Hubscher, 2003). Cada anillo estd formado por monémeros que se asocian en
trimeros y cada mon6mero se compone de una asa conectora entre dominios (IDCL). El IDCL sirve

para conectar los extremos N- y C-terminal, de cada monémero. A su vez IDCL es un sitio donde se
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acoplan diferentes proteinas, tales como ADN pol 8, p21, ADN ligasa 1 y FEN1. PCNA presenta
varios motivos y residuos conservados en distintas especies, dentro de los motivos mas importantes
se encuentran: D-41 que es un residuo responsable de la estimulacion de la ADN pol 8; Q-125, L-
126, G-127 y 1-128 que son esenciales para la union de p21 y ADN pol 3; L-251, A-252, P-253 y K-
254 son responsables del plegamiento apropiado de PCNA (Jonsson ez al., 1998; Maga y Hubscher,

2003).

Monomero PCNA

Fig. 11 Esquema de la estructura tridimensional de PCNA. El anillo de PCNA es de
aproximadamente 30 A de ancho, esta conformado por tres monémeros, la cara frontal contiene el
IDCL y esta involucrado en diversas interacciones proteina-proteina (Biasio, 2013).

Las ADN ligasas son un grupo de proteinas conservadas evolutivamente que catalizan la
formacion de enlaces fosfodiéster, son importantes en los mecanismos de replicacion, reparacion y
recombinacion del ADN. Dependiendo del tipo de cofactor que emplean, se dividen en dos familias:
1) las que usan NAD" y 2) las que usan ATP. La primera familia NAD" dependientes son empleadas
por bacterias, mientras que la familia ATP dependiente la utilizan la mayoria de las células
eucariontas, asi como por arqueas y bacteriofagos (Shuman, 2009; Martin, 2002; Doherty, 2000).

En vertebrados se han identificado 3 ADN ligasas dependientes de ATP denominadas I, I1T y
VI, que evolucionaron de una enzima ancestral comun que es la nucleotidiltransferasa. La ADN
ligasa I se encuentra probablemente conservada en todos los eucariontes y se ha demostrado que

desempenan un papel importante en la replicacion, reparacion y recombinacion del ADN.
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En levaduras la ADN ligasa I también funciona en la replicacion y reparacion del ADN
mitocondrial, un papel que en eucariontes superiores es tomado por la ADN ligasa IlI, aunque
también esta presente en el nicleo donde participa en la reparacion del ADN y quizas también en la
recombinacion meiotica. La ADN ligasa I es probable que se conserve en todos los eucariotas
supetiotes, mientras que los ortologos de la ligasa IV se han identificado y caracterizado en levaduras,
plantas superiores y vertebrados (Martin, 2002).

Todas las ADN ligasas eucariotas dependientes de ATP estan relacionadas en secuencia y
estructura, con excepcion de la pequena enzima viral PBCV-1. Las ligasas poseen dos dominios
comunes: 1) el dominio catalitico (CD) o NTase, que comprende seis motivos conservados I, I11,
[I1a, IV, V-VI y que también son conservados en las ligasas NAD+ dependientes (Figura 12). El
motivo I incluye el residuo de lisina que se adenila, lo que se considera la primera etapa de reaccion
de ligacion; 2) el dominio no catalitico (NCD) que se conserva débilmente entre los diferentes
miembros de la familia. La funcién de este dominio es desconocido (Martin y MacNeill, 2002).

Ademas del dominio CD y NCD, la ligasa de ADN nuclear de diferentes especies en su
dominio N-terminal de longitud vatiable, presenta una secuencia de localizacion nuclear (NLS) y un
motivo conservado de unién a PCNA (PBM). PCNA mejor conocido como un factor de
prosesividad de la ADN polimerasa, juega un papel importante en la coordinaciéon de las
interacciones proteina-proteina. En levaduras, las diferentes posiciones del codon de inicio dan como
resultado distintas isoformas de ADN ligasas, como la ADN ligasa I que contiene secuencias de
localizacion nuclear y la ADN ligasa I con secuencias de localizacion mitocondrial (MTS). La forma
nuclear de la proteina carece de MTS y se traduce a partir de un marco de lectura con AUG interno.

Asi mismo, el gen de la ADN ligasa 111 utiliza un mecanismo similar para producir proteinas

nucleares y mitocondriales. Ademas las alternativas de corte y empalme dan por resultado las
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isoformas Ila y I1IB; siendo la diferencia la secuencia C-terminal, que en la Illx cuenta con un
dominio BRCT. Este es un modulo de proteina autonomo implicado en la replicacion y reparacion
del ADN. Ademas, Illo y IIIf tienen un motivo de dedos de Zn situado en el N-terminal. La ligasa
IV se caracteriza por una extension en C-terminal donde se presentan dos dominios BRCT,
implicados en la unién al ADN del factor de reparacion Xrcel (Martin y MacNeill, 2002) (Figura
12).

El proceso de ligamiento de la ADNlig dependiente de ATP, se lleva a cabo en tres pasos: el
primero de ellos es la adenilacion de la enzima, el siguiente paso consiste en la transferencia de AMP
al extremo 5°-PO, de la hebra rota y por altimo la formacion del enlace fosfodiéster (Doherty y Suh

2000; Martin y MacNeill, 2002; Shuman, 2009).
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Fig. 12 ADN ligasas presentes en organismos eucariontes. Representacion esquematica de las
diferentes ADN ligasas donde se muestran sus diferentes dominios. (Tomado de Martin y MacNeill,
2002).

26



3. Antecedentes particulares del proyecto

La via de reparacion BER en E. histolytica parece estar incompleta debido a que hasta la fecha
no se han reportado e identificado los genes que codifican para la glicosilasa OGG. La ausencia de
OGG pudiera estar relacionada con la falta de compartimentos mitocondriales productores de ERO.
Sin embatgo, el genoma de E. histolytica presenta genes que codifican para ADN glicosilasas
bifuncionales, es decir con actividad AP, como NTG1 y UNGI, las cuales podrian ser suficientes
para llevar a cabo la reparacion por la via BER de ciertas lesiones en el ADN (Lopez ef al., 2009).

Hasta el momento, se han caracterizado otras proteinas de esta via en E. histolytica, como
EhDNALigl y EhPCNA. E. Justoltica contiene una sola ADNIlig perteneciente a la familia I
(EhDNALigl), que en vertebrados es responsable de llevar a cabo la formacion de enlaces
fosfodiester durante la replicacion y reparacion del genoma. EhDNALigl consta de una secuencia de
685 aminoacidos, con una identidad del 35% comparada con la ADN ligasa de humano.
EhDNALigl conserva seis motivos cataliticamente importantes en la super familia de las nucleotidil
transferasas. EhDNALigl contiene un motivo de uniéon a PCNA canonico en los residuos 4-11
(QSSLSRFF) en el extremo N-terminal; asi como, una region de unién al ADN que va desde el
residuo 39 hasta el 292, en tanto que el motivo de adenilacién lo componen los residuos 293 a 505.

La localizacion de la proteina EhDNALigl es tanto citoplasmatica como nuclear,
observandose enriquecida en ésta Gltima. Ensayos bioquimicos realizados zz-vifro con la proteina
recombinante, mostraron que EhDNALigl posee la capacidad de llevar a cabo los tres pasos

conservados de la reaccion de ligacion (Figura 13) (Cardona e/ al.,, 2010).
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Fig. 13 Determinacion de la actividad de EhDNALigl de E. histolytica A) Ensayo de
adenilacion de la enzima. B) Templados de ADN utilizados para evaluar la especificidad de
transferencia de AMP al extremo 5 PO,. C) Ensayo de transferencia al extremo 5 PO, D)
Formacién del enlace fosfodiéster con la formacion del templado de 45 mer, el cual va siendo
evidente conforme se aumenta la concentracion de EhDNALigl (Cardona ez al., 2010).

Como se puede observar en la Figura 13 (A), la EhDNALigl tiene la capacidad de
adenilarse, asi como de unirse y transferir el AMP sélo al extremo 5 PO, (Figura 13 B), y de formar
el enlace fosfodiéster (Figura 13 D).

La proteina PCNA de E. hustolytica (EhPCNA) forma homottimeros que forman un anillo,
donde cada monémero consta de dos dominios globulares conectados por una asa entre dominios
muy similares a la de H. sapiens y S. cerevisiae. PCNA estimula la interaccion de proteinas tales como
FEN 1 y ADNlig con el ADN, principalmente a través de su motivo PIP box. En humanos, el
complejo entre el ADN y la ADN ligasa I (HsPCNA) estimula la actividad de la ADN ligasa I
alrededor de cinco veces (Tom ¢/ al., 2001). En E. histolytica, EnNPCNA ademas de interactuar con
EhDNALigl (Figura 14a), estimula aproximadamente cuatro veces la actividad de EhDNALigl para

formar el enlace fosfodiéster (Figura 14b) (Cardona ez al, 2011). Sin embargo, EhDNALigl y

EhPCNA no se han caractetizado zz-vivo en E. histolytica.
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Fig. 14 Estructura tridimensional de EnPCNA e incremento en la actividad de ligacion de
EhDNALigl por EhPCNA. a) Estructura cristalografica de EnPCNA en homottimeros. b) cuando
EhPCNA se encuentra presente, la EhDNALigl aumenta la formacion de enlaces fosfodiéster
(tomado de Cardona e a/ 2011).
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I1. Justificacion

E. histolytica es un parasito anaerobio aerotolerante, el cual va a estar expuesto a diversas ERO
y ERN cuando se encuentra colonizando el epitelio intestinal, por lo que se ha visto obligado a
desarrollar diversas estrategias que le han permitido adaptarse a las ERO. Estudios recientes, han
propuesto que el fenotipo de virulencia de E. histolytica esta relacionado con la capacidad de reducir
ERO, generando resistencia ante un estado oxidante que conlleva a su supervivencia. Hasta el
momento, se han evidenciado algunas de las proteinas con funcion antioxidante; asi como, las
lesiones que sufren las proteinas cuando E. histolytica se encuentra sometida a estrés oxidativo
mediante el uso de H,O,. Sin embargo, hasta el momento no existen reportes del dano al ADN
como consecuencia de un desbalance entre las ERO vy los sistemas de defensa antioxidante. Por lo
que el presente estudio pretendi6 evidenciar el dafio al ADN generado por H,0O,, a través de la
formacion del aducto 8-OHdAG; asi como, determinar los cambios de expresion de algunos genes que
podtian participar en la via BER. Asi mismo, localizar mediante microscopia confocal las proteinas

EhDNALigl y EhPCNA lo que sugetiria su posible participacion en la reparacion del dafio al ADN.
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ITI. Hipotesis y objetivos
1. Hipotesis

En el genoma de E. Justolytica existen genes putativos para la via BER, por lo que el modelo
de estrés oxidativo con H,0, generara dafio al ADN, cambios en la expresion de genes involucrados

en la via de reparacion BER, asi como, modificaciones en la localizacion nuclear de ERDNALigl y

EhPCNA.

2. Objetivos
2.1. Objetivo General
Determinar el dafio al ADN generado por estrés oxidativo generado por H,O,, asi como

evaluar la expresion relativa de genes de la via BER y analizar la localizacion de las proteinas

EhDNALigl y EhPCNA después del tratamiento con H,O.,.

2.2. Objetivos Particulares

1) Determinar la concentracion de H,O, que mantenga la viabilidad y proliferacion de
trofozoitos de E. hustolytica.

2) Identiftcar y cuantificar el dano al ADN a través de la formacion del aducto 8-OHAG en
respuesta al tratamiento con H,O,

3) Evaluar los cambios en la expresion de genes que codifican para proteinas putativas
involucradas en la reparacion del ADN por la via de BER, en respuesta al tratamiento con H,O,.

4) Determinar la localizacion de FhDNALigl y EhPCNA en trofozoitos de E. histolytica, en

respuesta al tratamiento con H,O,.
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IV. Estrategia experimental

Aducto

Expresion
génica

Localizacion
celular
proteinas

Fig. 15 Esquema del disefio experimental. Se expuso a los trofozoitos de E. histolytica a distintas
concentraciones de H,O,, posterior al tratamiento se evalué su viabilidad y crecimiento celular. Se
eligié la concentracion no letal para la amiba y se procedié a evaluar la formacion del aducto por
microscopia confocal; se evalu6 la expresion de genes involucrados en la via BER; asi como, la
localizacion celular de las proteinas ERDNALigl y EnPCNA.
1. Cultivo in-vitro de trofozoitos de E. histolytica

Los trofozoitos de E. histolytica de la cepa HMIIMSS-Clona A, se cultivaron en medio TYI-
833 complementado con 3% de vitaminas Diamond (Sigma-Aldrich), suplementado con 20% de
suero bovino (Microlab), penicilina (100 U/mL) (Pengesod) y estreptomicina (100 pg/mL)
(SULFESTREP), en frascos de cultivo celular e incubadas a 37°C. Para cada experimento, los

trofozoitos se cosecharon en la fase logaritmica, para lo cual las cajas se enfriaron a 4°C, el contenido

se decanto en tubos conicos de 50 ml y se centrifugaron a 500 g durante 5 min a 4°C.
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2. Grupos Experimentales

Un total de 800,000 trofozoitos fueron incubados durante 25 min en medio TYI-S33
completo, en tubos de vidrio de 12 ml.. Pasado este tiempo se decant6 el medio y se agregé medio
nuevo segun los siguientes grupos experimentales: 1) trofozoitos en medio TYI-S33 completo, el
cual se tom6 como grupo control (C); 2) trofozoitos que estuvieron en medio TYI-S33 no
complementado y sin cisteina (Cys-); 3) trofozoitos se incubaron en medio TYI-S33 no
complementado y sin cisteina e incubados con diferentes concentraciones de H,0O, (1.25, 2.5, 5,

0.25, 10y 12.5 mM) grupo experimental (H,0,). Todos los grupos se mantuvieron en un volumen de

12 ml. de medio durante 1h a 37°C.

3. Cinéticas de viabilidad y crecimiento

La viabilidad de los trofozoitos con los diferentes tratamientos, se midi6 por medio de la
tincion con azul de tripan 0.4% (Bio-Rad) y el contador automatizado de BIORAD TC10 (BIORAD
Laboratories Inc., proporcionado amablemente por el Dr. Cesar Lopez Camarillo. Ia viabilidad se
determin6 contando el nimero de amibas viables las cuales tienen la capacidad de excluir el
colorante; mientras que los trofozoitos no viables, el colorante difunde en ellas observandose de
color azul. Para evaluar el crecimiento celular después del tratamiento, se cambié el medio y se
agreg6 medio TYI-S33 completo y se dejo recuperar a los trofozoitos por 24 h. Posteriormente a las
24 h, se realizo el conteo de trofozoitos y se midio6 la viabilidad a través del contador automatizado
de BIORAD TC10. Para evaluar el crecimiento celular, después del tratamiento 2.5 mM de H,0, se
cambi6 el medio de la condicion H,O, y se agregd medio TYI-S33 nuevo completo y se dejo

recuperar por 1, 3, 6, 12, 24 y 48 horas. Se realizo el conteo de trofozoitos en cada tiempo a través

33



del contador automatizado de BIORAD TC10 y se determiné el porcentaje de viabilidad de las

células; asi como, el namero de ellas para evaluar capacidad de crecimiento.

4. Identificacion del aducto 8-OHdG

Para la identificacion del aducto 8-OHAG, se realizaron preparaciones, que posteriormente
fueron visualizadas por microscopia confocal de acuerdo al protocolo de Furtado (2012), se procedid
a poner cubreobjetos limpios y estériles en cajas de cultivo de 6 pozos, donde posteriormente se
incubaron 800,000 amibas por 25 min. a 37°C, una vez adheridas las amibas al cubreobjetos, se
decant6 el medio y se agregd nuevo medio segun tratamiento. Para el grupo experimental control
“C” solo se agregd medio TYI-S33 completo, para el segundo grupo experimental “Cys-” se agregd
medio TYI-S33 no complementado sin cisteina y para el tercer grupo “H,0,” medio no
complementado sin cisteina, se dio tratamiento a 5 cubreobjetos con trofozoitos a una concentracion
2.5 mM de H,0, durante 1 h, para las condiciones de recuperacion post-tratamiento de 0, 1, 3, 6 y 12
horas. Posteriormente, los trofozoitos fueron fijados y permeabilizados con etanol absoluto (Sigma-
Aldrich) a -20°C e incubadas 20 min. Una vez pasado este tiempo, se lavaron 2 veces los
cubreobjetos con PBS 1x pH 6.8 (8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.44 Na,HPO,, 0.24g KH,PO,) estéril, el
cual fue removido cuidadosamente, se agregdb RNasa A (100pg/ml) e incub6é media hora a 37°C, se
procedio a realizar nuevamente 2 lavados con PBS. Posteriormente, se incubaron los trofozoitos con
avidina-FI'TC-conjugados (1:50) (Sigma-Aldrich) por una hora a temperatura ambiente y en
oscuridad, pasado este tiempo el nicleo fue tefido con 2-(4-Amidinofenil)-6-indolecarbamidina
dihidrochloride, 4',6-Diamidino-2-fenilindole ~dihidrochloride (DAPI) (Sigma-Aldrich) a una
concentracion (3.3ug/ml) e incubados por 5 min. en oscuridad, se realizaron 5 lavados con PBS y

finalmente se procedié a montar los cubreobjetos en portaobjetos limpios y estériles con 15 ul. de
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Vectashield. Las imagenes fueron analizadas por microscopia confocal (Leica Microsystems) vy
analizados con el software Confocal Assistant software Image (Agradecimiento especial al M. en C.
Eduardo Carrillo Tapia quien colabord en la presente investigacion, para visualizar las preparaciones

y en el manejo del microscopio).

5. Busquedas de sus ortdlogos putativos de la via BER en H. sapiens, S. cerevisiae y otras
especies

Para cada componente de las proteinas de la via BER en E. histolytica, se realizaron biasquedas
pot sus ortologos putativos en H. sapiens, S. cerevisiae y otras especies utilizando Blast
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) contra la base de datos NCBI RefSeq de proteinas delimitada al
organismo correspondiente y toda la base de datos para encontrar la de mayor correspondencia de
secuencias. Fl porcentaje de identidad (PID) se calculdé usando secuencias de aminoacidos de
proteinas de la via BER de E. histolytica, H. sapiens, S. cerevisiae y el organismo con mayor
correspondencia.

Basados en la revision bibliografica y en la busqueda de genes (Amoeba DB) que pudieran
estat codificando para proteinas de la via BER se disefiaron oligonucledtidos, los cuales sirvieron
para evaluar la expresion génica de la via BER en E. histolytica cuando esta es sometida a estrés

oxidativo usando como modelo un tratamiento con H,O,.
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6. Extraccion del ADN genémico

El ADN genémico se obtuvo de 3 millones trofozoitos de la cepa HMI:IMSS Clona-A,
mediante el uso del kit Wizard Genomic ADN Purification (Promega). La extraccion se llevo a cabo
en cuatro pasos, los cuales se describen en breve: el primer paso fue la lisis celular y nuclear de los
trofozoitos, posteriormente se dio tratamiento con RNasa A (Thermo Fisher Scientific), se
precipitaron las proteinas, se precipito el ADN con isopropanol y re-suspendio en solucion de
rehidratacion. Se cuantificé en un NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific) y se llevo

a una concentracion de 100 ng/ul.. EI ADN fue empleado como control positivo de las reacciones

de RT-PCR en tiempo final.

7. Extraccion y purificacion de ARN

Se extrajo ARN total de 3 millones de amibas para los grupos C, Cys- y H,O,. La extraccion
se llevd a cabo por medio del reactivo TriZOL (Invitrogen). Las amibas fueron despegadas de las
cajas de cultivo incubandolas a 4°C por 10 min. y transferidas a tubos conicos de 50 ml, se
centrifugaron por 500 g durante 5 min a 4°C para la obtencion de la pastilla celular, se decant6 el
medio y se re-suspendio la pastilla en 1 ml. de medio de cultivo en condicion basal (Medio TYI-S33
sin complementar), se transfirié el homogenizado a tubos de 1.5 ml,, se realiz6 una segunda
centrifugacion con las condiciones anteriores, se decanto y se agrego 1mlL de TriZOL.

Una vez en TriZOL los trofozoitos de los grupos experimentales se mantuvieron a -70°C por
dos dias. Posteriormente se incubaron a temperatura ambiente por 15 min., se agregaron 200 pl. de
cloroformo y se agité vigorosamente durante 15 segundos, se incubaron durante 3 min. a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 12,000 g, 15 min. a 4°C. La fase acuosa se transfirié a un

tubo y se anadié 0.5 mL de isopropanol al 100%, se agito e incub6é por 10 min. a temperatura
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ambiente, se centrifugé a 12,000 g, 10 min. 4°C. La pastilla obtenida fue lavada con 1 mL de etanol
al 75% y centrifugada a 7500 g, 5 min. 4°C, consecutivamente se decanté el sobrenadante y se dej6
secar a temperatura ambiente. EI ARN obtenido se hidrato con 100 pL. de agua libre de nucleasas en
un termoblock a 37°C y se cuantifico en NanoDrop. En base a la cantidad de ARN obtenido se tratd
con DNasa (Ambion AM 2222 de Promega) 2U por cada 10 ug de ARN durante 30min. a 37°C.

Del volumen obtenido en la extraccion de ARN y postetior tratamiento con DNasa, se
agrego fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (Sigma-Aldrich) en un volumen 1:1, se agité durante 15
seg. y se centrifugd a 12,000 g durante 15 min. a 4° C. Se recuper6 la fase acuosa transfiriéndola a
otro tubo estimando el volumen obtenido y se agregd acetato de amonio 0.5 M en base a la siguiente
relacion:

Vol. Acetato de amonio= (volumen estimado/6.5)

Posteriormente, se agreg6 isopropanol en una relaciéon 1:1, se incubo en hielo por 10 min.,
pasado este tiempo se centrifugod por 14,000 g por 20 min., se decanto y lavo la pastilla con 200 pl.
de etanol al 75%, se dejo secar a 37°C y se agregd 100 pl. de agua libre de nucleasas. Se agregd
acetato de amonio en base a la relacion anteriormente citada y del total del volumen obtenido se
agrego etanol absoluto en una relacion 3:1, para precipitar el ARN, el cual se almacené a -70°C para

su uso posterior.

8. Analisis de la expresion génica del Mecanismo de Reparacion por Escision de Bases
mediante RT-PCR

El diseno de oligonucleotidos se realizé en base a la secuencia de genes completos de la base
de datos de Amoeba DB. Los oligonucleotidos se disefaron para ser utilizados como cebadores en la

amplificacion de los genes de estudio en las reacciones de PCR. Finalmente se realiz6 un Blastn
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contra el genoma de E. histolytica para confirmar que los oligonucledtidos fueran especificos para
cada gen de estudio (Tabla 7). Se determiné de forma semi-cuantitativa la expresion de genes de la
via BER (ehmuty, ehnth, ehnth-like, ehapex, ebfenl, ehdnaligl y ehpena) mediante RT-PCR para cada uno de
los grupos experimentales, se tomaron 20ul. del ARN, se centrifugaron a 14,000 g por 20 min. 4°C,
se decanté el sobrenadante, se lavo 2 veces con etanol (Sigma-Aldrich) al 75% y se realizo un
segundo decantado, se dejaron secar las pastillas a 37°C y se hidrataron con 10 pl. agua libre de
nucleasas. Una vez hidratadas las pastillas se cuantificaron en el NanoDrop Lite Spectrophotometer
(Thermo Scientific) y se llevo a una concentracion de 500 ng/ul., del cual se tomo 1 ul. para la
mezcla de ARN (Tabla 5). Asi mismo, se realiz6 una mezcla de reaccion de retrotranscripcion
(Tabla 5), se homogenizaron las dos mezclas y se obtuvo cADN segin condiciones de sintesis

Figura 16, para la amplificacion de genes de la via BER.

Tabla 5. Condiciones para la obtenciéon de cADN

Reactivo Volumen | Reactivo || final | RT(+)ul. | RT(-)ul
WL
ARN 1 Buffer RT 1x 4 4
Odt 0.02M 1 MgCl 25mM 6mM 4.8 4.8
Agua 3 dNTPs 0.5mM 1 1
Vol. Reaccion 5 ARNsin 1U/ pl 1 1
Agua e 4.2
70°C 5 min. RT Improm II 1 0
(Promega)
Vol. Reaccion 15 15
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Fig. 16 Condiciones de sintesis de cCADN. 5 min. temperatura ambiente para alineamiento; 1 h a
42°C para extension; 15 min. a 70°C para inactivacion.

Para amplificar los genes de la via BER se utiliz6 Go Taq (Promega), se realiz6 la mezcla de
reaccion para la cual se empled 1ul. del cADN obtenido para cada una de las reacciones de PCR con

los siguientes reactivos y condiciones de amplificacion como se describe en la siguiente tabla (Tabla

6).

Tabla 6. Mezcla de reaccion PCR

Reactivos gl
5x Green Buffer --- 1x 5
MgCl, ---2.5Mm 2.5
DNTPs 0.5
Go Taq 0.125
Agua 13.875
Oligo S 1
Oligo AS 1
ARN 1
Vol. Reaccion 25
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Fig. 17 Condiciones de amplificacion por PCR de los genes de la via BER. Las Condiciones de
amplificacion constan de 3 pasos:1) Desnaturalizacion a una temperatura de 94°C; 2) Ciclado el cual
va a contener la desnaturalizacion por 30s, alineamiento el cual se va a encontrar en un rango de
temperatura de 52-60°C y polimerizacion el cual se llevd a una temperatura de 72°C por 30s; 3)
extension
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Tabla 7. Secuencias de oligonucle6tidos para los genes de la via BER.

Gen Locus Funcién Secuencia oligonucleé6tidos (5°-3’) TA Ciclos Amplicon
amplificacion (pb)
Ehmuty EHI_010700 Glicosilasa L: TTACAACAAACACAAGTA 52 30 214
R: ATTTATCAACACTAGAAGG
ehnth EHI_083460 Glicosilasa L: TTAAATGAGTTATTAGATGG 60 30 206
R: TGGTCAACAGTAATACCTTC
Ehnth-like EHI_118790 Glicosilasa L: AAGTTGCATGAAACTCTT 56 30 206
R: GGTCCAACACCAGGAAGTG
ehapex1 EHI_046670 Endonucleasa L: CCTGATATTTTATGTGTTC 54 30 210
R: TTTCTCATATTCAACTGT
ehfenl EHI_099740 Endonucleasa L:GAAGGTACTTGTGCTGCATTAG 60 30 218
R: CATCCAAGTAAAATACAAAGG
ehdnaligl EHI7A_158980 | Ligasa L-ACTGCTGAATATAAGTATG 5 D 259
R:TTGAATGAACTGATACTCC
E/?pma EHI_128450 Procestvidad  de | L: GCACTTGACAATGATTGTGG 56 26 200
la polimerasa R: GTAATTTTGAGGAATTCTGC
ehribosomal | EHI_020280 Control de carga | LATTCGGAAATAGAAGAGGAGG 56 29 104
405 R: ACTAATCTTCCAAGCTTGGT

*Con base en AmoebaDB
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9. Evaluacion de la expresion génica de ENDNALigl y EnPCNA mediante QRT-PCR
Se evaluo la expresion génica de EhDNALigl y EhPCNA mediante qRT-PCR
utilizando la tecnologia Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System. La amplificacion fue
realizada en placas de 96 pozos. Se tomaron 100 ng de ARN extraido de los grupos C, Cys- y
H,0, éste ultimo tratado con 2.5 mM de H,0O,, la reaccion se llevo a cabo en un solo paso de
acuerdo al protocolo “QuantiFast SYBR Green RT-PCR Kit (Qiagen)”. En la Tabla 8 se

muestran las secuencias de oligonucledtidos utilizados para qRT-PCR.

Tabla 8. Secuencias de oligonucleotidos de ehdnaligl y ehpena empleadas en gRT-PCR

Gen Secuencia Temperatura de alineamiento
ehdnaligl | S: GATTAGCCGATACAGTTGAC 60 °C

AS: GAGATGAAGACAGTGGAGAT
Ehpena S: TCCAGAACTTCAATCTGA 60 °C

AS: AGCACCTTTAGTAGTGAGAG

*Disenados a partir del servidor primer Blast

Para el analisis de la expresion relativa del ARNm de los dos genes, se procedié a
evaluar la expresion del gen de interés y el de referencia de los grupos C, Cys- y H,O,, asi
como, para el calibrador mediante AACt. Los resultados se normalizaron con el gen de
expresion constante para asegurar que las variaciones observadas en la expresion, fueron
realmente debidas a cambios de expresion y no a una cantidad variable de muestra anadida
entre los ensayos.

Calculo AACt

AACt = ACt (Gen interés tratado-Gen referencia tratado) - Act (Gen interes control-Gen
referencia control)

ZAA( 't

Fold change =
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10. Localizacion de la EhDNALigl y EnPCNA por Microscopia Confocal

Para la localizacion de EhDNALigl y EhPCNA, se produjeron anticuerpos
policlonales en el laboratorio de la Dra. Esther Orozco, especial reconocimiento a la Dra.
Guillermina Garcia quien estuvo a cargo la etapa de su obtencion a partir de tEhDNALigl y
tEhPCNA, los cuales fueron expresados de forma heterdloga en el laboratorio del Dr. Luis
Brieba (Cardona e al., 2009; Cardona ez at., 2011). Para ello, fue inoculado por via subcutinea
la proteina recombinante rEhDNALigl con una dosis inicial de 130 pg y diluida en adyuvante
completo de Freund (Sigma) y 4 inyecciones mas de refuerzo (130 mg cada una) a intervalos de
21 dias. Después de una semana de la dltima inmunizacion, los conejos se sangraron y se
obtuvieron anticuerpos policlonales. Antes de la inmunizacion, se obtuvo el suero pre-inmune.
También se obtuvieron anticuerpos a-rEhPCNA de raton, para ello se inmunizaron los ratones
con 150 pg de dosis inicial y seis dosis semanales, usando las mismas condiciones como se
describi6 anteriormente. Todos los protocolos de inmunizacion y sangrado se hicieron de
acuerdo al protocolo No. 0313-06, CICUAL 001 del Cinvestav. Este protocolo cumple con lo
estipulado en la norma NOM-062-Z00-1999, en el cual se establece las especificaciones y el
cuidado adecuado de los animales.

Para la localizacion y colocalizacion de las proteinas EhDNALigl y EhPCNA se
realizaron preparaciones, que posteriormente fueron visualizadas por microscopia confocal.

Para ello, se procedi6 a colocar cubreobjetos estériles en cajas de cultivo de 6 pozos vy
se incubaron 800,000 amibas por 25 min. a 37°C. Una vez adheridas las amibas al
cubreobjetos, se decantd el exceso de medio y se agregé medio segun el tratamiento, tanto para
el grupo control “C”, para el segundo grupo experimental “Cys-” y para el tercer grupo
“H,0,”, se procedi6 a dar tratamiento con H,O, a una concentracion de de 2.5 mM durante 1

h a trofozoitos adheridos a cubreobjetos, para las condiciones de recuperaciéon post-
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tratamiento de 0, 1, 3, 6, 12 y 24 horas. Posteriormente, las células fueron fijadas vy
permeabilizadas con etanol absoluto -20°C e incubadas 20 min., una vez pasado este tiempo se
lavaron 2 veces los cubreobjetos con 1 mlL de PBS el cual fue removido, se agregaron los
anticuerpos primarios anti-EhDNALigl (anticuerpo policlonal generado en conejo) y anti-
PCNA (anticuerpo policlonal generado en raton) mezclados en una solucién con PBS a una
dilucion de 1:100, se dejaron incubar toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron 3
lavados con PBS, se anadio e incub6 el anticuerpo secundario a-conejo FITC y a-raton TRITC
por 1h a 37°C, se volvieron a realizar tres lavados con PBS, para posteriormente teit el nicleo
con DAPI a una concentracion (3.3pg/ml.) e incubados por 5 min. en la oscuridad, se
realizaron 5 lavados con PBS y finalmente se procedi6 a montar los cubreobjetos en
portaobjetos estériles con 15 ul. de Vectashield (Vector Laboratories) y las imagenes fueron

capturadas con el microscopio confocal (Leica Microsystems).
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V. Resultados
1. Resistencia de trofozoitos durante el tratamiento con H,0,

El aducto 8-OHdG es un tipo de dano al ADN que puede ser originado por varios
tipos de insultos, entre los que se encuentran el tratamiento con H,0, En E. histolytica
tratamientos con 1mM de H,O, producen cambios en la expresiéon de genes que codifican
para proteinas con funcion antioxidante importantes en la eliminacién de esta ERO. Sin
embargo, hasta el momento no se ha determinado que produzca dano al ADN como
consecuencia del desbalance entre las EROs y las proteinas con funcién antioxidante. Con la
finalidad de hallar la concentracion de H,O, adecuada para generar el aducto 8-OHdG, pero
que no afecte la capacidad de crecimiento y la viabilidad celular, los trofozoitos fueron
incubados a distintas concentraciones de H,O, (1.25, 2.5, 5, 6.25, 10 y 12.5 mM) durante lhy
postetiormente se evaluo su viabilidad. El grupo experimental al cual se le di6 tratamiento con
H,0,, se le elimino la cisteina para evitar el efecto protector antioxidante de este aminoacido
(grupo H,0,). En la figura 18 se puede observar que la viabilidad del grupo C (sin tratar en
presencia de medio completo) y la del grupo Cys- (Medio sin cisteina) no se afectd, pues se
mantuvo la viabilidad cercana al 100%. En el caso de la viabilidad de los trofozoitos del grupo
tratado con H,0,, ésta disminuyé de forma dosis dependiente, en las diferentes
concentraciones de H,O, utilizadas (2.5, 5.0, 6.25, 10 y 12.5 mM) en un 25.85, 33.52, 38, 44.18
y 50.54% respectivamente con respecto al grupo Cys-. Mientras que el grupo H,0, sometido a
una dosis a la dosis de 1.25 mM no present6 diferencias significativas en relacién al grupo
control. Estos resultados muestran, por una parte que la deplecién de cisteina y el tratamiento
con 1.25 mM de H,0O, no modifican la viabilidad y que el tratamiento a una concentraciéon 2.5

mM de H,O, seria la indicada para generar estrés oxidativo en la célula.
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Fig. 18 Ensayo de viabilidad de los trofozoitos con distintos tratamientos. l.os
trofozoitos fueron tratados con medio completo (C), medio sin cisteina (Cys-) y con diferentes
concentraciones H,O, por una hora y posteriormente se determiné su viabilidad con azul de
tripano. Los valores representan el promedio £EE del porcentaje de viabilidad de tres
experimentos independientes. *Diferencias estadisticamente significativas. Utilizando la prueba
estadistica de comparaciones multiples de Tukey-Kramer (*$<0.05).

2. Cinética de crecimiento celular

El estrés oxidativo generado con la exposicion de los trofozoitos al H,O, puede
propiciar dano a las biomoléculas tales como: lipidos, proteinas y ADN. Por lo que; la
evaluacion de la proliferacion con un resultado en el incremento de la poblacion después de 24
h de recuperacion de los grupos, es un buen indicativo de recuperacion de los trofozoitos, lo
cual podria sugerir la capacidad de reparar los dafos infringidos en estas biomoléculas. Para
ello se determiné la capacidad de los trofozoitos de proliferar posterior al tratamiento con
H,O, después de 24 horas de recuperacion. Para ello el medio con el cual se trataron a los
trofozoitos de todos los grupos, se sustituyé por medio completo y estos se dejaron recuperar
por 24 horas. Al cabo de este tiempo se cuantifico el numero de trofozoitos para determinar el
porcentaje de crecimiento celular.

Como se puede observar en la Figura 19 el grupo C y Cys-, asi como el grupo H,O,

sometido a una dosis de 1.25 mM de H,O, incrementaron su poblacion celular en un rango del
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70 al 80%; mientras que los grupos con H,O,, sometidos a concentraciones de 2.5, 5.0, 6.25,
10 y 12.5 mM de H,O, presentaron un incremento en su poblacion celular en un 54.1, 27.7,

32.5, 11.8 y 1.43%, respectivamente.
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Fig. 19 Crecimiento celular de los trofozoitos de E. histolytica post-tratamiento con
H,0, y 24 h de recuperacion. Las barras negras muestran el porcentaje de viabilidad de los
diferentes grupos post-tratamiento. Las barras blancas muestran el porcentaje de crecimiento
celular después de 24 horas de recuperacion. Cada grupo representa el promedio + E.E de tres
experimentos independientes. Diferencias estadisticamente significativas comparadas con C
(*p<0.05). Utilizando la prueba estadistica de comparaciones multiples de Tukey-Krame.

Los resultados anteriores de viabilidad y de crecimiento celular de trofozoitos
mostraron que la dosis de 1.25 mM de H,O, no modifico significativamente la viabilidad y el
crecimiento celular. Por otra parte, concentraciones mayores a 5.0 mM de H,0, disminuyeron
la viabilidad en al menos un 35% post-tratamiento, de igual manera redujeron el crecimiento
celular en alrededor del 69% o mas. Por lo tanto en este trabajo se selecciono la concentracion
de H,0, de 2.5 mM, ya que en esta concentracion los trofozoitos presentaron una viabilidad de
alrededor del 75% post-tratamiento y un incremento en su poblacion celular del 54% después
de 24 horas de recuperacion. Con base en los resultados obtenidos, para los ensayos

subsecuentes se empled la concentracion 2.5 mM de H,0O,, ya que a esta concentracion se
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observaron diferencias estadisticamente significativas tanto en la curva de viabilidad (75%)

como en la cinética de crecimiento (54%) comparado con el grupo control.

3. Cinética de crecimiento post-tratamiento 2.5 mM de H,0,

Los trofozoitos tratados con 2.5 mM de H,O, se mantuvieron viables y con la
capacidad de proliferacion, aunque en menor medida que los trofozoitos controles, lo que
sugiere un probable dafio al ADN con la posible formacién del aducto 8-OHdG que
repercutiria en su crecimiento celular. Es por ello que se realizo una cinética de crecimiento de
trofozoitos post-tratamiento en el grupo experimental H,0, a una concentracion de 2.5 mM de
H,O, durante 1 h, con diferentes tiempos de recuperacion 0, 1, 3, 6, 12, 24 y 48 horas. Esto
con la finalidad de evaluar el tiempo que les toma a los trofozoitos en recuperarse al
tratamiento con H,O, y comenzar su crecimiento poblacional. En la Figura 20 se puede
observar que el crecimiento celular comenz6 a partir de las 12 h de recuperacion post-
tratamiento, alcanzando su maximo crecimiento a las 24 h manteniéndose en fase estacionaria
(fase lag) hasta las 48 h. Asi mismo, se encontraron diferencias estadisticamente significativas a
las 12, 24 y 48 h con respecto a las 0 h de recuperacion post-tratamiento. El nimero de
trofozoitos incrementaron en un 27, 34% y 28%, respectivamente con respecto a las 0 h de
recuperacion. la cinética de recuperacion en el intervalo que abarca de las 0 a 6 h,
posiblemente indique el tiempo que tardaron los trofozoitos en recuperarse al estrés
ocasionado por el tratamiento con H,0O,, antes de comenzar el crecimiento celular observado

hasta las 12 h de recuperacion.

48



10.5

oo 2 —_
oo &) N o o

Numero de trofozoitos x10°
~J
i

ssf

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tiempo (h)

Fig. 20 Cinética de crecimiento de los trofozoitos post-tratamiento con 2.5 mM de
H,0, durante 1h. El nimero de trofozoitos de E. histolytica se determiné post-tratamiento a
las 0, 1, 3, 6, 12, 24 y 48h de recuperacion. Los puntos muestran el promedio + E.E del
crecimiento celular de tres experimentos independientes. Diferencias estadisticamente
significativas comparadas con el grupo de recuperacion 0 h (*<0.05). Utlizando la prueba
estadistica de comparaciones multiples de Tukey-Kramer.

4. Identificacion del aducto 8-OHdAG pot medio de Avidina-FITC

Para la identificacion del aducto se utilizo el marcador Avidina conjugado con el
fluoroforo FITC, este compuesto tiene la capacidad de unirse con alta especificidad al residuo
de nucledtido 8-OHAG que es un excelente biomarcador de dafio a nivel del ADN causado
por ERO y que puede ser reparado por la via BER (Valavidinis ez a/, 2009). Esta afinidad y
especificidad de interaccion es debida a la semejanza estructural que tiene el aducto con la

vitamina biotina (vitamina H) (Conners ez al., 2006).

5. Formacion del aducto 8-OHdG mediante UV
Como control positivo de la formacion del aducto 8-OHdG, los trofozoitos de E.

histolytica se irradiaron con UV con una intensidad de 150] ya que se ha reportado que la UV
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induce la formacion del aducto 8-OHAG (Wet e al, 1997) generando dano a nivel del ADN
por el incremento de ERO y por consecuencia se forma el aducto 8-OHdG. Como control
negativo (C) los trofozoitos no fueron expuestos a radiacion UV. Posteriormente, las células se
fijaron y la acumulacion de dafo al ADN se evidencié por la interaccion de la molécula 8-
OHAG con Avidina-FITC en el nuacleo, el cual fue contratenido con DAPIL La Figura 21
muestra los nucleos de trofozoitos tefiidos con DAPI (azul), para ambos grupos; el grupo UV
mostré una tincion con Avidina-FITC (verde) que representa la formacion del aducto 8-
OHJG, a diferencia del grupo C, el cual no presenté tincion verde. En el grupo tratado con

UV, la avidina co-localizo con el DAPI, exclusivamente en el nucleo.
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Contraste de DAPI Avidina-FITC Mezcla
fases (DAPI-Avidina)

Fig. 21 Identificacion del aducto 8-OHAG mediante Avidina-FITC en trofozoitos
irradiados con UV. Control positivo de dafio al ADN generado por radiacién UV (grupo
UV) y control negativo de dafio sin radiacion (grupo C). Los nicleos fueron tefiidos con DAPI
y el aducto marcado con Avidina-FITC. Las flechas rojas senalan la tincién nuclear del grupo
C y del UV con DAPI; las flechas amarillas sefalan la formaciéon del aducto tefiido con
Avidina-FITC en el grupo UV; y las flechas blancas sefialan que el aducto 8-OHdAG fue
especificamente localizado en el nuicleo. Las imagenes fueron obtenidas por microscopia
confocal.
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6. Formacion del aducto 8-OHdAG por el tratamiento con H,0,

De la misma forma en que se llevo a cabo la identificaciéon del aducto 8-OHAG en el
grupo tratado con UV, se realizo la deteccion del aducto 8-OHdG para los grupos
expetimentales C, Cys- y H,O, este tltimo bajo la condicién experimental de tratamiento 2.5
mM de H,0, durante 1h (0 h de recuperacién). Como se puede observar la Figura 22 muestra
los nucleos de los trofozoitos tefidos con DAPI (azul), para todos los grupos analizados; el
grupo tratado con H,0, 2.5 mM durante Th, mostré tincién con Avidina-FITC (verde) con
localizacion nuclear que representa la formacion del aducto 8-OHdAG a diferencia del grupo C
y Cys-, los cuales no presentaron tincion. Por su parte, en la mezcla DAPI-Avidina (azul-verde)

se puede observar que en el grupo tratado con H,O, Oh de recuperacion la tincién con
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Avidina-FITC fue nuclear al colocalizar con la tinciéon del DAPI. Estos resultados indican que
el estrés oxidativo generado por tratamiento con H,0, inducen eficientemente la formacion
del aducto 8-OHdG, el cual es principal dano al ADN generado por ERO.

Contraste de DAPI Avidina-FITC Mezcla
(DAPI-Avidina)

VY
Cys- £}
<%y
. . l ’
H,0, L7 .‘ 4
0Oh ‘\Tw: >
A Sp s
11

Fig. 22 Identificacion del aducto 8-OHdG mediante Avidina-FITC producido en
trofozoitos tratados con H,0,. Los nicleos fueron tenidos con DAPI y el aducto marcado
con Avidina-FITC. Las flechas sefalan la tincién nuclear del grupo C, Cys- y H,O, 0 h de
recuperacion con DAPI; asi como, la formacion del aducto tenido con Avidina-FITC en el
grupo H,O, Oh de recuperaciéon con localizacion nuclear. Las imagenes fueron obtenidas por
microscopia confocal.

Para determinar si los trofozoitos de E. histolytica son capaces de eliminar el aducto 8-
OHAG después del tratamiento con H,O,, se sustituyo por el medio TYI-S33 completo dando
tiempos de recuperacion de 1, 3, 6 y 24 h. Como se puede observar en la Figura 23 los
nucleos de los trofozoitos se muestran tefiidos con DAPI (azul), para todos los grupos

analizados, los grupos tratados con H,O, 2.5 mM durante 1h, con 1 y 3 h de recuperacion
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mostraron tincion nuclear con Avidina-FITC (verde), que representa la formacion del aducto
8-OHdG, evidenciado mayormente en la primera hora en comparacion a la tercera hora de
recuperacion. Interesantemente los trofozoitos mostraron una reduccion del aducto 8-OHdAG,

la cual comenzo en la tercera hora, desapareciendo en su totalidad a las 24 h de recuperacion.
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Contraste de DAPI Avidina-FITC Mezcla
fases DAPI-Avidina

Fig. 23 Identificacion del aducto 8-OHdG mediante Avidina-FITC en trofozoitos
tratados con 2.5 mM de H,O, y observados a diferentes horas de recuperacion. Las
imagenes muestran el aducto en la primera y tercera hora de recuperacion y va desapareciendo

H,0,
1h-R

H,0,
3h-R

H,0,
6h-R

H,0,
24h-R

paulatinamente hasta las 24 h de recuperacion. Los nucleos fueron tenidos con DAPI y el
aducto marcado con Avidina-FITC. Las flechas rojas senalan la tincion nuclear de todos los
grupos tratados con H,O, a (1, 3, 6 y 24 h de recuperacion) con DAPI; las flechas amarillas
sefalan la formacion del aducto tenido con Avidina-FITC en los grupos tratados con H,0O, 1y
3 h de recuperacion y las flechas blancas senalan que el aducto 8-OHdG fue localizado en el
nucleo. Las imagenes fueron obtenidas por microscopia confocal. Con esto ensayos se
demuestra el dano al ADN con la formacion del aducto 8-OHdG, cuando los trofozoitos de
E. histolytica se someten a estrés oxidativo mediante un tratamiento de 2.5 mM de H,O,, asi
mismo, como se puede observar a la sexta hora de recuperacion, el aducto 8-OHAG
desaparece, lo que puede relacionar la reparacion del dano con el crecimiento celular después
de la sexta hora de recuperacion.
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7. Analisis in-silico de proteinas de la via BER en E. histolytica

La regulacion de la expresion génica con base en cambios ambientales es importante
para aclarar el funcionamiento, la homeostasis celular y por ende la supervivencia de los
organismos. El genoma de E. Jistolytica ha revelado la presencia de algunos genes que codifican
para proteinas involucradas en los mecanismos de reparacién del genoma. La via BER es un
mecanismo importante para el mantenimiento de la integridad del genoma en Organismos
eucariontes superiores. Recientemente en . histolytica, se han identificado algunos de los genes
que participan en este mecanismo. Sin embatgo, el genoma de E. histolytica se re-anoté en el
ano 2010 dando como resultados algunos cambios en los genes predichos, en este trabajo se
realizé una nueva busqueda de los genes que participan en esta via.

En relacion a la secuencia de aminoacidos tomada de “NCBI Reference Sequence” se
llevaron a cabo alineamientos mediante la herramienta bioinformatica Blast (por sus siglas en
inglés “basic local alignment search tool”), para cada una de las proteinas que pudieran estar
participando en la via BER con base a su secuencia, funcién y posible participacién en la
reparacion del dafo ocasionado por estrés oxidativo. Tal es el caso de algunas glicosilasas
como: UDG, MutY y Nth que intetvienen en el reconocimiento y remocién del principal dafio
generado por ERO, el aducto 8-OHdG. Asi como, de proteinas encargadas de la escision del
enlace fosfodiéster APEX y FENT1 en los sitios AP generados por glicosilasas y las proteinas
que participan en la unién y reparacion del ADN, EhDNALigl y EhPCNA. Para ello, se
verifico la identidad que presentan estas proteinas en E. histolytica, comparandolas con las que
se encuentran presentes en H. sapiens, S. cerevisiae y con otros organismos. En la Tabla 9 se
muestran las proteinas EhUDG, EhMutY, EhNth-like, EhNth, EhApex, EnPCNA, EhFenl,
EhDNALigl con sus respectivos pesos moleculares, anotacion y nimero de acceso del gen que

las codifica de acuerdo a la base de datos AmoebaDB, la secuencia de referencia obtenida a
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partir del banco de datos NCBI de E. histolytica y el porcentaje de identidad de la proteina con
otras especies. Como se puede observar las proteinas EhUDG, EhMutY y EhApex de E.
histolytica presentan un mayor porcentaje de identidad con microorganismos procatiotas, como
son las bacterias (Algicola sagamiensis, Chlorobaculum  parvum y  Butyricicoccus — pullicaecorum,
respectivamente), lo que podtia estar relacionado a una probable transferencia horizontal de
esos genes. Las dos proteinas EhNth, EnPCNA y EhDNALigl presentan un mayor porcentaje
de identidad con microorganismos eucariotas, como son los hongos y protozoarios
(Phytophthora parasitica, Aphanomyces astaci, Schizosaccharomyces pombe y Dictyostelinm fasciculatum); y
por ultimo la proteina FENT1 present6 un mayor porcentaje de identidad con el molusco

Aplysia californica.

Tabla 9. Proteinas de la via BER en E. Jistolytica

E. histolytica H. sapiens | S. cerevisiae Organismos
Proteina Anotacion* *
Z 3 3 3
] & ] ."—i-, e 'é’ o Especies g
c | 2| g & g & g
o g | & = 5 = g =
z B | B = » S @ 2
EhUDG Uracil-ADN 374 31.4 Algicola sagamiensis 43.9
glicosilasa =
= 2] @ N N
= 3| S 3 2
|8 ﬂl 5 3,
o |
o <P ¥
3|85 5 =
EhMutY A/G- 171 8.6 Chlorobaculum parvum 41.6
glicosilasa ;’, 3
35.4 kDa especifica de | S = | = = 9
] = N) < 0 Iy
adenina = == Py a
2| LQI 8| gl SI
s o¥ ¥
H | K| Z 7 =
EhNth- Endonucleas 29.6 23.3 Phytophthora parasitica 40.0
like a 111, putativa =
— — o N
3 B | & & o
35.5 kDa 3 8l = ® 2
= &) 2 L
El NI N :'
Ho|X|Z 2 &
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EhNth" Endonucleas 17.0 16.3 Aphanomyces astaci 220
a I, putativa -
27.5kDa & =2 — 2
X ~
t cepas | 5 é A & §
- N [
virulentas 7 LEI 8| %I %
o a8 a¥
WX Z 7 =
EhApex Exodeoxirib 29.66 6.8 Butyricicoccus 34.7
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374kDa | 11 o N3 = =
> al | = < =
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5 (&8 2
EhPCNA | Antigeno 334 33.9 Schizosaccharonyces 38.1
a nuclear  de pombe
proliferacion
28.5 kDa celular,
putativa 2 p - " ;
REE: 2 :
* cepas no = | & g| %‘I L%l
virulentas T " e <9 9
8a) v Z 7. Z
EhFenl Flap 50.6 43.7 Aplysia californica 51.9
nucleasa, .
426kDa | putativa e _ o
(g8 2 ?
t cepas § g 3 & n
virulentas El 2 zl zl =
5O X Z = 7
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8 |s| > % =
78.2 kDa S | 3]|& = 3
= s | S = 2
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YPreviamente descrita por Marchat, 2011

. *De acuerdo a AmoebaDB.

57




8. Dominios estructurales de proteinas de la via BER

Con el fin de determinar si las proteinas EhMutY, EhNth-like, EhNth, EhApex y
EhFenl de la via BER de E. Justohtica, presentan en su estructura dominios altamente
conservados que lleven a cabo funciones de reconocimiento, remocion y reparacion del dano
ocasionado por estrés oxidativo, en comparacion con proteinas que realizan funciones
semejantes en H. sapzens, se procedio a realizar una busqueda de los dominios estructurales que
estuvieran conservados entre . sapiens y E. histolyica, para ello se realizaron representaciones
esquematicas de sus respectivos dominios. Estas representaciones fueron generadas a partir de
la base de datos (SMART por sus siglas en inglés )“Simple modular architecture research

tool”.

9. Comparacion de los Dominios estructurales de las glicosilasas EhMutY, EhNth-like
y EhNth de E. histolyticay la Nth de H. sapiens

La Figura 24 ejemplifica los dominios estructurales de las glicosilasas EhMutY,
EhNth-like, EnNth de E. histolytica, asi como de la glicosilasa Nth de H. sapzens. Las proteinas
Nth de H. sapiens y EhNth de E. histolytica muestran una region de baja complejidad (LCRs),
que es una extension con pocos aminoacidos y que puede contribuir en gran medida a
aumentar la secuencia de la proteina y generar nuevas funciones (Rado-Trilla, 2012). Esta
region inicia en la posicion 24 de la secuencia de aminoacidos y termina en la posicion 49 en
Nth de H. sapiens, mientras que en la de E. histolytica comienza en la posicion 4 y finaliza en la
18 de la secuencia de aminoacidos.

Como se puede observar el dominio Endonucleasa III (ENDO3c), se encuentra
altamente conservado en todas las glicosilasas estudiadas. Este es un dominio de union a sitios

AP del ADN asociado al dominio Fe-S, a excepcion de la proteina EhMutY que no esta
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asociada a dicho dominio. ENDO3c tiene actividad de glicosilasa y escinde enlaces
fosfodiéster en sitios AP, a través de un mecanismo de B-eliminacion (Tainer ez al,, 1995). Este
dominio en la proteina Nth comienza en el aminoacido 138 y termina en el 288, mientras que
en EhMutY comprende del aminoacido 80-227, EhNth del 66-216 y en EhNth-like del 65 al
217.

El dominio Fe-S contiene residuos basicos conservados para la interaccion con el
esqueleto de fosfato del ADN, mediante la formacion de un motivo estructural Fe454 (Thayer
¢t ak., 1995).

El dominio HhH1 se encuentra en todas las glicosilasas estudiadas de E. Justolytica a
diferencia de la proteina Nth de H. sapiens. Este dominio de union al ADN sin especificidad de
secuencia, presenta aproximadamente 20 aminoacidos y esta conformado por dos hélices
conectadas por un corto tramo de péptidos doblados, formando una horquilla rigida [motivo
Hélice-vuelta-Hélice (HhH)]. La interaccion del dominio HhH con el ADN es mediada por los
aminoacidos situados en el bucle altamente conservado (LPGIGPYT) y en el extremo N-
terminal de la segunda hélice. Esta interaccion podria implicar la formacion de enlaces de
hidrégeno entre los nitrogenos de la estructura de la proteina y los grupos fosfato del ADN
(Doherty ez al., 1996). Este dominio en la proteina EhMutY comprende del aminoacido 150 al
169, en el caso de EhNth-like del 139-158 y de EhNth del 138-157.

A diferencia de las otras proteinas EhMutY presenta un dominio bobina en espiral
“Coiled coil region” (por sus siglas en inglés), que es un motivo estructural de union al ADN,

involucrado en la regulacion de la expresion génica. Este dominio comprende del aminoacido

1 al 41.
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Fig. 24 Representacion esquematica de los dominios estructurales de las glicosilasas
de E. histolytica y de H. sapiens. El recuadro rosa representa la region de baja complejidad
(LCRs); dominio Endonucleasa III (ENDO3c) rectangulo blanco; dominio Fierro-Azufre
(FES), rectangulo morado; dominio Hélice-vuelta-Hélice HhH1, recuadro naranja y dominio
bobina en espiral, rectangulo verde. Tomado de la base de datos SMART.

El resultado de este estudio muestra que las glicosilasas de E. hustolytica conservan el
dominio ENDO3, importante para la reaccion de beta-eliminacion para escindir enlaces
fosfodiéster en sitios AP; asi como, el dominio HhH para interactuar con el ADN, por lo que

se sugiere su posible participacion en la eliminacion de bases nitrogenadas oxidadas.

10. Comparacion de los dominios estructurales de las proteinas EhApex y EhFenl de
E. histolytica contra los dominios Apex y Fenl de H. sapiens

La Figura 25 ilustra los dominios estructurales de las proteinas endonucleasas EhApex
de E. histolytica y de Apex de H. saprens. 1a proteina EhApex de E. histolytica presenta un
dominio bobina en espiral (rectangulo verde) “Coiled coil region” (por sus siglas en inglés) que

comprende del aminoacido 1 al 32.
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La proteina Apex de H. sapiens presenta una region de baja complejidad (LCRs); que
abarca desde el aminoacido 23 al 35. En tanto que las proteinas de ambas especies, contienen
el dominio Exo_endo_phos (Pfam), recuadro morado, el cual se encuentra en un gran nimero
de proteinas incluyendo endonucleasas y fosfatasas implicadas en la senalizacion intracelular
dependientes de magnesio (Dlakic, 2000). Este dominio en E. histolytica comprende del

aminoacido 73 al 310 y en H. sapiens del aminoacido 65 al 309.

2335 05
Apex (’q LCR H Pfam (Exo-endo-phos) }309
65

B ”{ H Pfam (Exo-endo-phos) }310

Fig. 25 Representacion esquematica de los dominios estructurales de las proteinas
EhApex de E. histolytica y de Apex de Homo sapiens. Dominio bobina en espiral
(rectangulo verde) de E. histolytica. El rectangulo rosa representa la region de baja complejidad
(LLCRs) de H. sapiensy el dominio Exo_endo_phos (Pfam), rectangulo morado de E. bistolytica y
de H. sapzens. Tomado de la base de datos SMART.

La Figura 26 ejemplifica los dominios estructurales de la proteina EhFenl de E.
histoltica y Fenl de H. sapiens. Las proteinas EhFenl de E. histolytica y Fenl de H. sapiens
presentan el dominio Xeroderma pigmentosum G region amino (XPGN), que incluye del
aminoacido 1 al 108 en E. hustolytica 'y del 1 al 107 en H. sapiens. E1 dominio catalitico XPGI
contiene el sitio activo; en E. histolytica abarca del aminoacido 147 al 219 y en H. sapzens del 146
al 218. Ambos dominios XPG, participan como componentes cataliticos que escinden la
cadena de ADN monocatenaria danada (Habraken ez /., 1993).

El dominio HhH2 es un dominio de union al ADN, que forma enlaces puente de
hidrogeno entre los nitrogenos de la estructura de la proteina y los grupos fosfato del ADN

(Shanahan et al., 2004). En E. histolytica este dominio abarca del aminoacido 221 al 254 y en H.
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sapiens del 220 al 253. La proteina Fenl de H. sapiens presenta una region de baja complejidad
(LCRs), que abarca desde el aminoacido 361 al 380.

Estos analisis indican que EhFen1 conserva los dominios conservados involucrados en
la union y escision de la cadena de ADN lo que sugiere su participacion en la reparacion del

dano.

1 107 146 218
Fenl 0{ XPGN H XPGI i e 380

337-GRLDDFFK -345

I 108 147 219
il U{ XPGN H XPGI

376

337-GRLDSFFN -345

Fig. 26 Representacion esquematica de los dominios estructurales de las proteinas
Fenl de E. histolytica y de H. sapiens. El recuadro blanco representa el dominio
Xeroderma pigmentosum G region amino (XPGN). El recuadro morado el dominio XPGI y
el recuadro azul el dominio HhH2 de E. histolytica y de H. sapiens. 1a proteina Fenl de H.
sapiens presenta una region de baja complejidad (I.CRs), recuadro rosa. Tomado de la base de

datos SMART.

11. Evaluacion de la expresion relativa de los ARNm de genes que participan en la via
BER

Los ensayos de microscopia confocal, demuestran que los trofozoitos sometidos a
concentraciones de 2.5 mM de H,O, inducen la formacion del aducto 8-OHdAG en los
trofozoitos de E. hustolytica y que los tiempos de recuperacion de 24 h post-tratamiento,
presentan una reduccion en la frecuencia del aducto. Asi mismo, ya que el analisis del genoma
de este parasito muestra la presencia de genes que codifican para proteinas involucradas en la
via BER, en este trabajo se propone la posible participacion del mecanismo BER en la

reparacion del dano inducido por ERO. De manera que consideramos importe evaluar la
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expresion relativa del ARNm de éstos genes y determinar su posible participacion en la
reparacion de dano a nivel del ADN por estrés oxidativo.

Para ello, se disenaron oligonucledtidos para amplificar los genes de la via BER (via
larga) que probablemente participen en la reparacion del aducto 8-OHdG como ebmuty, ehnth,
ehnth, ehapex, ehpena, ehdnaligl, ehfenl y como control de carga el gen ribosomal ehrzb40s. Como
se puede observar en la Figura 27 E. histolytica, contiene en su genoma los genes ehnuty, ehnth-
like, ehnth, ehapex, ebfenl, ehdnaligl y ehpena (214, 206, 206, 210, 218, 259 y 200 pb
respectivamente). Hstos resultados sugieren que este parasito contiene en su genoma la
maquinaria de genes que codifican para proteinas de la via BER, los cuales podrian ser

funcionales para llevar a cabo la reparacion del ADN.
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Fig. 27 Amplificacion de los genes de la via BER a partit de ADNg. Los primers
disenados para evaluar la expresion génica amplifican en el tamano de amplicon esperado.
Imagenes obtenidas mediante la técnica de PCR tiempo final.
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Una vez corroborada la amplificacion de los genes empleando ADN genomico se
procedi6 a determinar la expresion de estos genes en condicion basal de cultivo, para lo cual se
realizo un analisis de RT-PCR. La Figura 28 muestra la expresion de los genes que partictpan
en la via BER (ehmuty, ehnt, ehnth-like, ehapex, ehpcna, ehdnaligl, ehfenl y ehrib40). Estos resultados
muestran que E. histolytica expresa los genes de la via BER en condicion basal de cultivo, lo que
sugiere una posible participacion en la reparacion del genoma, en respuesta a eventos que

danien su ADN, como la exposicion a radicales libres provenientes del estrés oxidativo.
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Fig. 28 Expresion génica de la via BER en condicion basal de cultivo. Se utiliz6 mismo
cADN como templado para la amplificacion de todos los genes tomando como control del
amplificado el gen ehrib 40s. Imagenes obtenidas mediante la técnica de PCR tiempo final.
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Ya que se habia determinado la expresion de los genes de la via BER en condiciones
basales de cultivo, se procedio a evaluar cambios en los perfiles de expresion génica después de
generar dafo al genoma mediante la formacion del aducto 8-OHdAG y que pudiera ser reparado
por la via BER. Es por ello, que a partir de 500 ng de ARN extraido de los grupos
experimentales C, Cys- y H,O, este ultimo tratado con 2.5 mM de H,O, durante 1h, se llevo a
cabo la amplificacion de los genes de la via BER mediante RT-PCR. De los geles obtenidos, se
obtuvieron datos semi-cuantitativos mediante analisis densitométrico. Los resultados se
normalizaron con relacion al gen ebrib 405 y se reportaron en porcentajes con respecto a la
expresion basal, tomando a ésta como el 100%. La Figura 29 muestra los cambios de las
expresiones relativas de los genes ehmuty, ehnth, ehnthlike, ehapex, ehpena, ehdnalgl y ehfent, en los
grupos experimentales y control. En la Figura 29a se puede observar una disminucion
estadisticamente significativa (48%) en la expresion relativa del gen ebmuty en el grupo tratado
con H,0,, con respecto al grupo C. En la Figura 29b se puede observar un incremento (84%)
en la expresion relativa del gen ehnth en el grupo tratado con H,O, en comparacion al grupo C.
A pesat, de que los demas genes no mostraron cambios estadisticamente significativos bajo

estas condiciones, se propone evaluarlos a distintos tiempos de recuperacion.
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Fig. 29 Cambios en la expresion relativa de genes de la via BER en trofozoitos. Analisis
por RT-PCR de los genes ehmuty (Fig. 29a), ehnth (Fig. 29b), ehnthlike (Fig. 29c), ehapex (Fig.
29d), ehpena (Fig. 29e), ehdnaligl (Fig. 29f) y ebfeni (Fig. 29g), en los grupos experimentales
medio sin cisteina (Cys-) y medio sin cisteina tratado con 2.5 mM de H,0, (H,0,); asi como,
para el grupo control medio completo (C). Diferencias estadisticamente significativas
comparadas con el grupo C(*»<0.05). Utilizando la prueba estadistica de comparaciones

multiples de Tukey-Kramer.
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En la evaluacion de la expresion génica de ehdnaligl y ehpena mediante qRT-PCR se
pudo observar un aumento en la expresion de ambos genes en un 00% y 40% respectivamente
lo que denota la sensibilidad de la técnica en comparacion con la de PCR en tiempo final

Figura 30.
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Fig. 30 Cambios de expresion relativa mediante qRT-PCR. Analisis de qRT-PCR de los
genes ehdnaligl y ehpena en los grupos C, Cys- y H,O,. Diferencias estadisticamente significativas
comparadas con el grupo C (%<0.05). Utilizando la prueba estadistica de comparaciones
multiples de Tukey-Kramer.

El aumento en la expresion génica de ehdnaligl y ehpena después del tratamiento con

H,0, sugiere su probable patticipacion en la reparacion del dafio al ADN.

12. Cambios de localizacion de EhnDNALIigl y EnPCNA después del tratamiento con
H,0,.

Determinados los cambios en la expresion de los genes ehdnaligl y ehpena se procedio a
explorar los cambios de localizacion de las proteinas EhDNALigl y EhPCNA después de la
induccién del dano al ADN. Adicionalmente, su localizacion podria sugerir una posible

interaccion entre EhDNALigl y EhPCNA con implicaciones funcionales la reparacion del
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ADN; ya que anteriormente se teportd que la actividad de EhDNALIgl se ve incrementada
por EhPCNA (Cardona e al, 2009). Por tanto, se exploraron cambios de localizacion y co-
localizacion  celular  mediante  microscopia  confocal a  través de ensayos de
inmunofluorescencia, de la proteina EhDNALigl utilizando anticuerpo primatio (a-ligasa) y
anticuerpo secundario (anti-raton) marcado con FITC y de la proteina EhPCNA utilizando
anticuerpo primario (a-PCNA) y anticuerpo secundatio (anti-conejo) marcado con TRITC en
800,000 trofozoitos de los grupos C, Cys- y H,0O,, éste ultimo, con diferentes tiempos de
recuperacion (0, 1, 3, 6 y 24h) después de inducir dano a nivel del ADN con H,0O, a una
concentracion de 2.5 mM por una hora. La Figura 31 muestra los nucleos de trofozoitos
tefiidos con DAPI (azul), la localizacion de las proteinas EhDNALigl marcada con FITC
(verde) y EhnPCNA marcada con TRITC (rojo). Asi como, la mezcla de ambos fluoréforos
(FITC-TRITC) para la co-localizacion de ambas proteinas (amarillo). Como se puede observar
en la Figura 31, tanto EhDNALigl como EhPCNA presentan una localizacion totalmente
nuclear en el grupo C, a diferencia del grupo Cys- en donde la localizacion de ambas proteinas
fue tanto nuclear como citoplasmatica. Para el grupo H,O, con Oh de recuperacion, se observa
una localizacion citoplasmatica y peri-nuclear para EnDNALigl y preferentemente nuclear para
EhPCNA. Ia co-localizacion de estas dos proteinas se observaron en estructuras conocidas
como focis, donde se superponen las senales verde y rojo (FITC y TRITC); y se observan

puntos amarillos. Estos focis podrian ser los sitios donde se pueda llevar a cabo la reparacion.
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Contraste de

DAPI EhDNALigl EhPCNA

Cys-

Cys-

H,0,

H,0,

Fig. 31 Localizacion de EhDNALIigl y EhPCNA después del tratamiento con 2.5 mM
de H,0,. Los nucleos fueron tenidos con DAPI (azul), la proteina EhDNALigl marcada con
FITC (verde) y EhPCNA marcada con TRITC (rojo). Co-localizaciéon peri-nuclear de
EhDNALigl y EhPCNA (amarillo). Las flechas blancas indican los nucleos de los trofozoitos.
Imagenes obtenidas a partir de microscopia confocal.
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Después del tratamiento con H,O, a una concentracion de 2.5 mM por una hora, se
dieron tiempos de recuperacion (1, 3, 6 y 24h). Como se puede observar en el grupo H,O, con
1h y 3h de recuperacion (Figura 32), se sigue observando una localizacion citoplasmatica y
peti-nuclear para EhDNALigl y preferentemente nuclear para EhPCNA; con una mayor
presencia de estructuras focis en la zona perinuclear, visualizados como puntos amarillos. A las
6h y 24h de recuperacion ambas proteinas se encuentran en localizacion peri-nuclear, ademas

EhDNALigl se encuentra contenida en algunas vacuolas.
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Fig. 32 Locahzacwn de EhDNALigl y EhPCNA de E. histolytica despues del
tratamiento con 2.5 mM de H,O, y tiempos de recuperacion (1, 3, 6 y 24h). Los nucleos
fueron tenidos con DAPI (azul), la proteina EhDNALigl marcada con FITC (verde) y
EhPCNA marcada con TRITC (rojo). Co-localizacion peri-nuclear de EhDNALigl y
EhPCNA (amarillo). Las flechas blancas indican los nucleos de los trofozoitos. Imagenes
obtenidas a partir de microscopia confocal.
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VI. Discusion

Hasta hace poco tiempo la virulencia de E. histolytica solo se habia atribuido a su
capacidad invasiva a tejidos (Trejo y Castanon, 2009; Campos ef al., 2011, Ramos e/ al., 2009),
sin embatgo estudios recientes han mostrado que un factor importante de su virulencia es la
capacidad de resistir a la tension generada por ERO (Ramos ez al., 2009). A su vez, la respuesta
encontrada por parte del sistema inmunologico del huésped, como primera respuesta para la
eliminacién de este patogeno, es la produccion de ERO (Guo ef 4, 2007; Wilson e al., 2012).

Las tensiones de ERO para la eliminacion de amibas en humanos, es generada por
células fagociticas como: granulocitos, macrofagos y células dendriticas, que son capaces de
producir cantidades considerables de ERO durante el estallido respiratorio, cuya principal
funcién es la eliminacion de patogenos. Se ha estimado que en condiciones zz-vtro, la poblacion
de granulocitos es de aproximadamente 1 millon y produce alrededor de 1 mM de H,O, en 2
horas (Strus ef al., 2009).

E. histolytica cuenta con un sistema de defensa que incluye a las enzimas antioxidantes
como SOD, NADPH-oxido reductasas, peroxirredoxinas y tiorredoxinas cuya principal
funcién es convertir las ERO en compuestos menos dafninos como el agua; ya que se tienen
tepotrtes de aumentos en la expresion génica y de proteinas de estas enzimas, cuando se somete
a este parasito a concentraciones de 1mM de H,O, (Davis e al, 2006). Con base a los
resultados de estas investigaciones es vital la eficiencia del sistema de defensa antioxidante,
para la supervivencia de este parasito, tanto zz-vzvo como n-vifro.

Se propone que a pesar de que E. hutolytica cuenta con un eficiente sistema
antioxidante, su genoma podria estar sufriendo danos al estar en contacto con las ERO
provenientes del sistema inmunologico. Con el fin de entender la capacidad que presentan las

amibas expuestas a un estado de estrés oxidativo cuando se encuentra colonizando el intestino
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y otros 6rganos, se procedio a montar el modelo de estrés oxidativo zz-ufro. Esto basado, en la
capacidad que presentan estos organismos de sobrevivir cuando se induce la formacion de
abscesos hepaticos en hamster, donde el 70% de la poblacion de amibas muere y el restante
preserva la capacidad de sobrevivir generando abscesos hepaticos que conlleva a la muerte del
organismo (Olivos ef al., 2011).

En este trabajo se desarrollo el modelo de estrés oxidativo basado en la viabilidad y
crecimiento celular post-tratamiento a distintas concentraciones de H,O, con 24 h de
recuperacion de los trofozoitos de E. histolytica, asegurando una concentracion tal que
permitiera inducir el dafo al ADN sin afectar su crecimiento celular después de 24 h de
recuperacion, que permita la activacion del mecanismo BER. La concentracion elegida (2.5
mM de H,0,), para generar dafio al ADN, evaluar la expresion génica de la maquinaria BER y
explorar los cambios de localizacion de EhDNALigl y EhPCNA en E. Jistolytica fue
determinada como condicién no letal para la célula. Cabe destacar que los resultados de
viabilidad concuerdan con los obtenidos por Preeti Shahi ez 4/, 2016 donde se establece la
misma concentracion de H,O, como no letal para la célula. El tratamiento con H,O, implico el
uso de medios sin cisteina para evitar la capacidad amortiguadora que ejerce este aminoacido
ante las ERO. Su funcion antioxidante se debe al grupo sulfidrilo (SH), ademas de formar parte
de las principales enzimas con funcion antioxidante como SOD, peroxirredoxinas,
tiorredoxinas y NADPH-oxido reductasas.

Adicionalmente, el tratamiento con H,O, ha sido usado como un inductor de dafio al
ADN por estrés oxidativo en lineas celulares de anemia de Fanconi (Zunino ez al, 2001) y

Mycobacterium smegmatis (14 et al., 2015).
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Dentro de los principales danos que se generan en el ADN por parte de ERO se
encuentran: SSB, DSB, asi como la formacion de aductos como 8-OHdG o la 8-oxodG
(Pelying ez al., 2011). Se tomd como indicador del dano al genoma en E. histolytica, 1a formacion
del aducto 8-OHdG, el cual se visualizo con la proteina avidina marcada con el fluoréforo
FITC, como previamente se desctibio en Trypanosoma crugy (Furtado C ef al, 2012). Hasta la
fecha, la formacion del aducto no se ha determinado en este parasito; sin embargo, se sabe que
el tratamiento con UV induce cambios en la expresion de proteina FEhRad51 de la via de
reparacion por recombinacion homologa (Lopez ef al, 2008). la avidina es una proteina
predominante en la clara de huevo, que tiene la capacidad de unirse a la proteina biotina y que
por su semejanza estructural con la molécula 8-OHdAG puede ser utilizada como marcador de
dano al ADN (Conners ez al., 2006). A su vez, cuando las amibas se recuperaron después del
tratamiento con H,O,, se observd una disminucion en la cantidad de lesiones generadas, lo que
sugiere una posible reparacion del dano. Sin embatgo, serfa importante evaluar la expresion
génica a distintos tiempos de recuperacion y analizar la abundancia de las proteinas implicadas
en la reparacion del dano después del tratamiento, para poder tener mas evidencia de la
participacion de la via BER en E. histolytica.

Mediante la busqueda bibliografica de genes reportados de la via BER (Lopez e/ al.,
2009 y Marchat ef al., 2011) y la busqueda de genes en la base de datos KEEG, se encontraron
algunos genes que codifican para proteinas putativas para el mecanismo BER y es por ello, que
se evalud6 la expresion de sus genes.

Los genes de la via BER, se encuentran en el genoma de E. histolytica y se expresan en
condicion basal de cultivo. Adicionalmente, después del tratamiento con 2.5 mM de H,O,,

algunos genes se modularon significativamente como las ADN glicosilasas ehmutyy ehnth.
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La disminucion de ebmuty y el aumento ehnth puede estar relacionado con la capacidad
de reparar el dano en las bases nitrogenadas causado al genoma por el estrés oxidativo, aunque
Entamoeba histolytica no presenta glicosilasas para reparar las bases danadas a consecuencia de la
modificacion de bases puricas como la 8-OHdG, estudios anteriores han identificado a las
glicosilasas Nth como proteinas que tienen la capacidad de remover estos aductos en humanos,
principalmente cuando se encuentra mal apareados 8-OHdG:G  (Matzumoto ¢f al, 2001). A su
vez, también E. Justolytica presenta los componentes basicos de la via de Reparacion por
Escision de Nucleotidos por lo tanto se propone que la via NER pudiera estar participando en
la reparacion, esto basado en que organismos como Porphyromonas gingivalis que carecen de la
glicosilasa OGG son capaces de reparar el dano mediante la via NER (Johnson ez al, 2004).

Sin embatgo, el resto de los genes analizados no mostraron cambios significativos por
la técnica de PCR en tiempo final, por lo que para cortoborar este hecho, se decidi6 evaluar la
expresion de los genes ehdnalig y ehpena mediante gRT-PCR encontrandose un aumento en la
expresion de ambos genes después del tratamiento.

Reportes antetiores de tratamiento zz-vitro con 1 mM de H,0O, en trofozoitos de E.
histolytica durante 1 hora en medio TYI-S33 completo, no muestran modulacion de genes
involucrados en la detoxificacion, ni en la via de BER y aunque los sistemas de eliminacion de
ERO se muestran altos, son casi invariables los niveles de expresion de genes que codifican
para proteinas como las Flavodiiron con funcion antioxidante (Vicente ef al., 2009). A su vez se
ha visto que aunque los niveles de expresion del factor de transcripcion EHI_108720 que
reconoce el “motivo en respuesta al H,0,” (HRM) no cambian ante el tratamiento con 1mM
de H,O, durante 1 h, lo que sugiere que el ARNm EHI_108720 permanece expresado de

forma estable en una amplia gama de condiciones (Pearson ef al., 2013).
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En el estudio de Vicente ez al, 2009, el tratamiento con H,O, se llevo a cabo en medio
TYI-S33 completo, a diferencia de nuestras condiciones, en la que se elimin6 por completo la
cisteina del medio para eliminar su efecto protector o amortiguador ante las ERO. Se sabe, que
la L-cisteina, regula varias rutas metabolicas que incluyen la generacion de energia, aminoacidos
y metabolismo de fosfolipidos. En estudios de microarreglos donde se elimin6 por completo a
la cisteina del medio que representa el principal tiol intracelular, se observé cambios limitados
en la expresion de genes implicados en el metabolismo de los aminoacidos que contienen
azufre y en la defensa ante el estrés oxidativo (Husain ez a/., 2011).

El analisis zz-szlico de la secuencia de proteinas codificadas por estos genes, muestra que
contienen los motivos funcionales y estructurales importantes para llevar a cabo su funcion.
MutY y Nth son miembros de la siper familia de glicosilasas cuya principal funcion es escanear
el genoma en busca de bases danadas. Una vez ubicada la lesion, se une al sitio haciendo que el
ADN se doble, obligando a la enzima a voltear la base para ser escindida (Lee e al, 2004).

Esta incision es llevada a cabo por el rompimiento glicosidico entre el grupo N de la
base dafiada y el esqueleto de desoxirribosa. El dominio HhH es el dominio de unién al ADN,
la interaccién con el ADN no se realiza de forma secuencia dependiente y tiene lugar a traveés
de la formacion de enlace entre los fosfatos de la desoxirtibosa y los nitrogenos del dominio
conservada “LPGVPK” (Guan ¢/ al, 1998). El motivo HhH en MutY esta compuesto por la
secuencia LPGIGPYT, Nth por LPGVGPKI y Nth-like por LPGIGPKI, que como se puede
observar coincide con los motivos que presenta Nth de E. co/i para el motivo HhH. El cluster
de unién a metales 4Fe-4S esti conformado grupo de cisteina —CxxxxxxCxxCxxxxxC-
contenido en EhNth y EhNth like (Figura 24) (Thayer ez al, 1995, Watanabe e/ al, 2005); no
asi para EhMutY donde este cluster de proteinas se encuentran involucradas en la unién al

ADN, haciendo mas facil la deteccion de la lesion y la remocion del aducto (Yuliang, 2012).
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MutY es importante en el mantenimiento de la estabilidad génica, gracias a la capacidad
de catalizar la eliminacion de la adenina cuando se encuentra interaccionando con 8-OHdG en
la doble cadena de ADN. EhMutY cuenta con un motivo de reconocimiento de la transversion
conformado por la secuencia de residuos de aminoacidos “LQQTQVT”, coincidente con la
anteriormente teportada (Guan ez al., 1998). La estructura terciaria de EhMutY muestra el sitio
activo compuesto por dos residuos de aminoacidos E33 y D134, que en E. w/ se encuentran
en E-37 y D-138, en la que D-138 se cree que activa una molécula de agua para el ataque
nucleofilico en C1 de desoxirribosa facilitando la liberacion de la adenina; mientras que E-37
protona N-7 de la adenina durante el desplazamiento nucleofilico (Manuel e/ al., 2004).

Las Nths son glicosilasas de ADN que generan sitios AP (AP) apurinicos /
apitimidicos) con actividad liasa y que a su vez escinden pirimidinas dafiadas por estrés
oxidativo. La Nth de humanos muestra una longitud de 304 residuos de aminoacidos al igual
que EhNth de amiba. Ambas contienen un sitio activo D-149 (EhNth), D-142 (EhNth-like) y
s6lo BEhNth-like muestra el sitio catalitico K-123. Thayer ez al, 1995 construy6é el modelo
catalitico y de union al ADN que se encuentra entre los sitios cataliticamente importantes
como lo son Lys-120 y Asp-138 de la endonucleasa 111 de humano; que en Entamoeba histolytica
se encuentran entre K-123 y D-142 (Thayer ez al., 1995).

El ADN se une en la hendidura entre los dos dominios de la enzima, mientras que la
lisina y el 4cido aspartico (Lys-120 y Asp-138) estan posicionados en un sitio nombrado
“mouth of the pocket”. D-138 desprotona a K-120, la cual posteriormente ataca a la
desoxirribosa en C-1, causando la liberacion de la base nitrogenada, con la formacion de una
base de Schiff con el ADN. La base de Schiff sufre varias transformaciones resultantes en
cadena, a través de la escision B-eliminacion hasta dejar el extremo 5'-fosfato y 3'-a,8 aldehido

insaturado o 3'-fosfato escindido (Tkeda ez al., 1998).
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La endonucleasa 1 (APEXT), llamada asi por el rompimiento del enlace fosfodiéster en
sitios AP, media la reparacion de sitios abasicos y otras lesiones del ADN y es esencial para la
via BER. APEX1 se encarga de hidrolizar el enlace fosfodiéster, produciendo extremos 5'-
fosfato de desoxirribosa y 3'-OH, necesario para la reparacion (Manvilla ez al, 2013). La
EhAPEX1 de E. histolytica contiene dos sitios de unién a metales como Mg®': 1) A24, E50 y
D255; 2) D160, N162 y H257 como cofactores cataliticos de la AP endonucleasa, que en
humanos se encuentran en la posicion D70 y E96 (Manvilla ¢z a/, 2013). El sitio catalitico
putativo de la proteina EhnAPEXT1 generado por el servidor Phyrez, lo constituyen los residuos
de aminoacidos N23, E51, Y120, D160, N162, D231, D256 y H257, que en humanos
presentan los residuos de aminoacidos E96, D210, N212, D283, D308 y H309 (Gorman e aL.,
1997). Asi mismo, la prediccion generada por el servidor de los residuos de aminoacidos en E.
histolytica que se encuentran implicados en la interaccion con los grupos fosfatos del ADN para
su unién, lo conforman N22, E50, Y119, N122, D159, N161 y H256; mientras que en humano
lo conforman Y171, N174, N212 y H309 (Gorman et al, 1997). Como se puede observar
existe un desfase en el numero de aminoacidos que contienen cada una de las APEX1
endonucleasas, tanto en humano como en E. histolytica. Las dos presentan los residuos de
aminoacidos de uni6én con los grupos fosfato Y (171-119), N (174,122), N (212,161) y H (309,
256). La importancia catalitica de H309 y D283 es clara, ya que la mutacién en estos dos
residuos de aminoacidos reduce la actividad enzimatica de la proteina.

Las endonucleasa flap (FEN), catalizan la eliminaciéon endonucleolitica de ADN y de
ARN en uniones tipo flap 5" de acidos nucleicos, que se generan durante la sintesis de la
cadena de ADN. FENT1 participa en la via BER larga y su funcion esta regulada y coordinada
por la interaccion fisica con componentes de esta via como lo son APE1, PolB, Ligl y PCNA.

El sitio activo de EhFENT1 lo componen los residuos de aminoacidos D33, D86, E158,
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E160, D179 y D181, mientras que en humanos lo componen las secuencias D34, D86, E160 y
D181, coincidentes con lo que presenta E. histolytica. Mutaciones en los residuos de
aminoacidos D34A, D86A, E160A y D181A producen una perdida por completo de la
actividad de esta enzima, por lo que se cree, tiene la funcion de catalisis de sustrato. Se ha visto
que la modificacion del residuo E160 en A160 de la proteina, es suficiente para que pierda por
completo la actividad de flap endonucleasa. (Shen ez 4/, 1997). A su vez, EhFENT1 cuenta con
dos motivos de union a metales 1) D33, D86, E158 y E160 y 2) D179 y D181, que al igual que
EhAPEX1 esta compuesta principalmente de residuos de aminoacidos acidos como aspartico
y glutamico. La actividad de FENT es solo funcional en presencia de Mg = y Mn > es decir no
soporta la interaccién con otros cationes como Zn®’ (Balakrishnan y Bambara, 2013). La
region C-terminal, es responsable de importantes interacciones con proteinas, que incluyen la
proteina PCNA (Balakrishnan y Bambara, 2013). Para E. histolytica, los motivos de union e
interaccién de EhFENT con EhPCNA generados por el servidor Phyre?, estan conformados
por los residuos de aminoacidos 27-GRV-29, K80, 167-VKA-169, 208-Sx88-211, 296-EWxK-
299 y 336-QGRLxFF-342, mientras los reportados en humano son 333-QGSTQxxLxxFF-344
(Sakurai e/ al., 2005).

Para explorar los cambios de localizacion de dos proteinas importantes en la via BER
como lo son EhDNALigl y EhPCNA en E. histolytica, se llevaron a cabo ensayos de
inmunofluorescencia. En los grupos experimentales C se puede observar que ambas proteinas
son totalmente nucleares y cuando se elimina por completo la cisteina y se da tratamiento con
H,0,, ambas proteinas se observan peri-nucleares y en citoplasma.

Estos hallazgos nos sugieren que cuando se elimina la cisteina del medio se genera un
posible estado oxidativo, ya que para mantener un potencial reducido en cultivos axénicos se

usan agentes reductores; tal es el caso de la combinacién de L-cisteina (0,1%) y acido ascorbico
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(0,02%) en el medio TYI-S33, aunque no se evidencia con la formacion del aducto 8-OHdG.

La reubicacion de ambas proteinas en el citoplasma y en la localizacion perinuclear,
también sugiere un posible dafio en estas proteinas que las llevaria a su degradacion via
proteosomal para su postetior sintesis también se pueden observar algunas vacuolas que
contiene a estas proteinas. A su vez, cuando se da tratamiento con 2.5 mM de H,O, se puede
observar que la tincion con estas dos proteinas es peri-nuclear con varias regiones de
colocalizacion en focs, esto hasta la tercera hora de recuperacion, lo que nos sugiere la
interaccion entre estas dos proteinas en la reparacion del dano. Como se describio
anteriormente, estas dos proteinas interaccionan z-vitro para llevar a cabo la formacion de
enlaces fosfodiéster llevada a cabo por la EhDNALigl y haciéndola mas eficiente con
EhPCNA (Cardona e al., 2011)

Cabe destacar que en estudios zz-vitro aun no reportados por Cardona Félix se observo
que si se presenta el aducto en el ADN, no es posible llevar a cabo la formacién del enlace

fosfodiéster (Cardona F. datos no publicados).
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VII. Conclusiones

El modelo de estrés oxidativo con H,O, en E. Jistolytica permitié verificar, con base
en la viabilidad y crecimiento post-tratamientos, la resistencia que muestra este parasito ante
esta especie reactiva de oxigeno. Asi mismo, se verificO que esta especie reactiva de oxigeno
sobrepasa el sistema de defensa antioxidante, ocasionando lesiones al genoma, evidenciado con
la formacion del aducto 8-OHdG. Este dano podria ser reparado por el mecanismo de
reparacion por escision de bases ya que la lesion disminuye a los tiempos de recuperacion 6 y
24 h, ademas de que algunos genes (glicosilasas) son modlﬂados y estos son, importantes en la
remocion de bases nitrogenadas danadas.

El analists zz-sz/ico de la secuencia de aminoacidos de las proteinas estudiadas muestra
la presencia de los dominios funcionales y la expresion en condicion basal de estos genes
sugiere su funcionalidad. Es interesante que los genes ehdnaligl y ehpena aumenten su expresion
durante la respuesta al dano inducido por tratamiento con H,O,, y que las proteinas
codificadas por estas se relocalicen en el nucleo y co-localizen en regiones tipo focis sugiriendo

su participacion en la reparacion del ADN.
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VIII. Perspectivas

Evaluar si E. histolytica tiene la capacidad de adaptarse a condiciones y agentes adversos
para sobrevivir. A esta respuesta se le denomina hormesis, la cual esta definida como el
proceso por el cual la exposicion a una dosis baja de un agente quimico o bien un factor
ambiental, que es dafiino a dosis altas, induce una respuesta adaptativa y/o un efecto benéfico
en la célula o el organismo. Por lo tanto, seria de gran importancia relacionar la hormesis con

un aumento en la virulencia de este parasito.

Evaluar la abundancia proteica de las proteinas de la via BER en respuesta al

tratamiento con H,O, que nos confirme su participacion en la reparacion del dano.

Evaluar si las glicosilasas MutY y Nth pueden llevar a cabo la remocion de la base

danada con el aducto 8-OHdG.

Sobre-expresar o inhibir alguna de estas proteinas y evaluar si los trofozoitos pueden

aumentar o disminuir su resistencia al estrés oxidativo.
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