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.- Resumen

Entamoeba histolytica es el pardsito protozoario causante de la amibiasis. En México la
amibiasis se encuentra dentro de las 20 principales causas de enfermedad por lo que se
considera un problema de salud publica. E. histolytica tiene 2 fases: el trofozoito y el
quiste. El estudio de la fase de quiste ha sido limitado debido a la dificultad para inducir
enquistamiento in vitro de E. histolytica. En el 2010, nuestro grupo de trabajo publicé un
método de induccién de Estructuras Tipo-Quiste (ETQ) que consiste en realizar un
tratamiento a los trofozoitos con H,0, 4 mM mas cationes metalicos durante 4h. Las ETQ
presentan caracteristicas morfoldgicas compartidas con los quistes naturales como: una
pared tipo-quitina, forma esférica, multinucleacion, cuerpos cromatoides, ademas de
presentar resistencia a detergentes; sin embargo, la composicion proteica de estas

estructuras y su naturaleza real no ha sido estudiada.

En el presente trabajo, realizamos por primera vez un estudio proteémico comparativo de
trofozoitos, quistes y ETQ mediante Espectrometria de masas (LC-MS-MS) con la intencidn

de determinar la composicién proteica de las ETQ y definir su relacién con un quiste real.

El analisis protedmico permitié la identificacion de 1029, 550 y 411 proteinas en
trofozoitos, ETQ y quistes, respectivamente, de las cuales, 74 proteinas se identificaron
compartidas entre las 3 muestras. Sorpresivamente, los quistes y las ETQ, solo
compartieron 7 proteinas, mientras que las ETQ y los trofozoitos compartieron 385
proteinas. Ademas, se identificaron 539, 84 y 299 proteinas Unicas en trofozoitos, ETQ y
quistes, respectivamente. Las diferencias no sélo se encontraron en presencia y ausencia
de proteinas, sino también en la abundancia de las mismas. El andlisis funcional del
proteoma de trofozoito mostré a un estadio muy activo, con presencia de proteinas

asociadas a metabolismo, traduccién de proteinas y senalizacion celular. El proteoma de



ETQ mostré muchas proteinas asociadas a estrés oxidativo y el proteoma de quistes

mostré que mas de la mitad de sus proteinas fueron hipotéticas.

Por otra parte, el analisis de los cambios graduales en el proteoma de ETQ inducidas a 1,
2, 4 y 6 h, ademas de apoyar los resultados descritos arriba, mostré que proteinas de
metabolismo, proteinas estadio-especificas de quiste y otras asociadas a la via de sintesis
de la quitina y al estrés oxidativo, fluctian durante la transformacién de trofozoitos a ETQ.

Los resultados anteriores fueron validados con RT-PCR.

En general, los resultados demuestran que aunque las ETQ comparten algunas
caracteristicas morfolégicas con los quistes como las mencionadas arriba ademas de una
cubierta tipo-quitina que le confiere resistencia a detergentes, a nivel protedmico se
parece mucho mas a un trofozoito con respuesta a estrés oxidativo que a un quiste
maduro. Esto podria indicar que las ETQ son en realidad una nueva forma del parasito
previamente no descrita, el pseudoquiste, el cual ha sido recientemente descrito en
Acanthamoeba castellani, una amiba de vida libre. Los pseudoquistes, se forman
rapidamente cuando los trofozoitos son estresados con soluciones oftalmicas o con
glicerol y presentan una composicion de la pared parcialmente similar a la de los quistes
naturales, careciendo de algunas de sus proteinas, como nosotros encontramos aqui en

las ETQ.

Estudios futuros podrian permitir aclarar la verdadera naturaleza de las ETQ y su

importancia en el ciclo de vida o sobrevivencia de E. histolytica.



Abstract

Entamoeba histolytica is the protozoan parasite that causes amebiasis. Amebiasis in
Mexico is among the 20 leading causes of disease which is considered a public health
problem. E. histolytica has 2 phases: the trophozoite and the cyst. The study of cyst stage
has been limited due to the difficulty to induce encystment in vitro of E. histolytica. In
2010, our working group published a method to induction cyst-like structures (CLS) which
involves treating trophozoites with 4 mM H,0, more metal cations for 4 h. The CLS shared
morphological characteristics with natural cysts as: type-chitin wall, spherical shape,
multinucleation, chromatoid bodies, resistance to detergents; however, the protein

composition of these structures and their real nature has not been studied.

In this study we performed for first time a comparative proteomic study of trophozoites,
cysts and CLS by mass spectrometry (LC-MS-MS) in order to determine the protein

composition of CLS and define their relationship with a real cyst.

Proteomic analysis allowed the identification of 1029, 550 and 411 proteins in
trophozoites, CLS and cysts, respectively, of which, 74 proteins among were identified
shared between the three samples. Surprisingly, cysts and CLS only shared 7 proteins
while CLS and trophozoites shared 385 proteins. Moreover, 539, 84 and 299 unique
proteins were identified in trophozoites, CLS and cysts, respectively. Differences were
found both in the presence and absence of proteins, but also the abundance of the same.
The proteome functional analysis showed trophozoite as a stage very active, with the
presence of proteins associated with signal transduction, cell signaling and translation. CLS
proteome showed increased in many proteins associated to oxidative stress and cyst

proteome showed that more than half of their proteins were hypothetical.
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Moreover, analysis of gradual changes in the proteome of CLS induced 1, 2, 4 and 6 h, in
addition to supporting the results described above, showed that metabolism proteins,
specific-stage proteins of cyst and others proteins associated with the synthesis pathway
chitin and oxidative stress, fluctuate during the transformation of trophozoites to CLS. The

above results were validated by RT-PCR.

Overall, the results show that although CLS shared some morphological characteristics
with cysts such as those mentioned above also of like-chitin wall, that confers resistance
to detergents, a proteomic level is more closer to trophozoite with response to oxidative
stress that a mature cyst . This could indicate that the CLS are actually a new form of the
parasite previously undescribed, the pseudocyst, which has recently been described in
Acanthamoeba castellani, an amoeba -free life. The pseudocysts, quickly they formed
when trophozoites are stressed with ophthalmic solutions or glycerol and the pseudocysts
have a partial wall composition similar to that of natural cysts, lacking some of its

proteins, as we find in CLS.

Future studies could allow clarifying the true nature of CLS and its importance in the life

cycle or survival of E. histolytica.
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Il.- Introduccion

1.-Amibiasis

La amibiasis es definida por la Organizacién Mundial de la Salud como la infeccidn causada
por el parasito protozoario Entamoeba histolytica con o sin manifestaciones clinicas
(WHO, 1986). La enfermedad presenta una distribucion mundial, aunque afecta
principalmente a paises en vias de desarrollo y es considerada la segunda causa de muerte

debida a pardsitos intestinales (Stanley SL Jr., 2003; Ali IK, 2015).

2.-Antecedentes histdricos de la amibiasis

En la literatura existe mucha evidencia de observaciones asociadas a posibles casos de
amibiasis mucho antes de que se definiera como enfermedad. Desde tiempos de
Hipdcrates (460-377 AC), él reconocio pacientes con disenteria y fiebre, junto con Celso lo
denomind “Flujo de vientre”. Mds adelante, tanto el antiguo testamento como la
medicina interna clasica de Huang Ti (140-87 AC) denominaron a éste padecimiento “la
disenteria”. (Tanyukselm y cols., 2003). El término disenteria viene del griego dys:
alteracion y enteron: intestino. A mediados del siglo XIX en Lambal, Praga se identificé la
primera posible asociacidon de un parasito como causa de la disenteria en un nifio, en cuya
materia fecal encontrd a un protozoo que presentaba seuddpodos. Sin embargo, fue hasta
1875 que el médico ruso Feder Losch, encontré amibas en las heces de un agricultor que
presentaba un cuadro de disenteria crénica, aunque en un principio no considerd que
éstas fueron la causa de la disenteria si realizd6 una descripcion microscopica de este

microorganismo, (Reyes L y cols., 2002; Tanyukselm My cols., 2003).

13



Afios mas tarde, Koch y Kartulis, llevaron a cabo estudios simultaneos, uno realizd un
estudio en Egipto, donde en casos de disenteria encontré amibas en Ulceras de la
submucosa intestinal y demostré la presencia del pardsito en lesiones hepaticas, el otro
realizé en el Cairo 150 autopsias de pacientes que fallecieron por disenteria y observé
presencia de ulceras coldnicas, como las descritas por Losch y Koch. Posteriormente,
Councilman y Lafleur demostraron mediante pruebas clinicas y patoldgicas que las amibas
eran el agente causal de un tipo de disenteria y de Absceso Hepatico (AH) y también
publicaron una monografia acerca de la patologia de la amibiasis en la que utilizaron los
términos disenteria amebiana y absceso hepatico amebiano por primera vez. En el afio de
1893, Quincke y Roos, describieron la forma de quiste del parasito (Fonte L y cols., 2000;

Reyes Ly cols., 2002; Pinilla E y cols., 2008).

Desde las primeras observaciones de Losch en el siglo XIX, hasta mediados del siglo XX, la
amiba se ha nombrado de diversas formas, de acuerdo a caracteristicas morfoldgicas y
fisiolégicas, no obstante, en 1903 el zodlogo alemdn Schaudinn le dio el nombre de
Entamoeba histolytica, debido a que la amiba causa dafio y lisis de tejidos (Ximénez y
cols., 2007; Pinillay cols., 2008). En 1925 el parasitélogo francés Emilie Brumpt, determiné
gue existian dos tipos de amibas; una comensal que podia provocar una infeccion
asintomatica en algunas personas y otra amiba que producia signos y sintomas
caracteristicos de la enfermedad, como la amibiasis intestinal y extraintestinal. Brumpt
llegd a estas conclusiones basado en observaciones clinicas y epidemiolégicas y estudios
experimentales en gatos, desafortunadamente esta hipétesis fue rechazada inicialmente
por la comunidad cientifica internacional en esa época (Marin E y cols., 2000; Reyes L y
cols., 2002, Ximénez y cols., 2007). El ciclo de vida de E. histolytica fue descrito por 1928

por el zodlogo inglés Clifford Dobell.

Después de la segunda mitad del siglo XXI, se comenzd a acumular evidencia experimental
gue apoyaba la hipdtesis de Brumpt. En 1961, Louis Diamond desarrollé el medio de

cultivo axénico para crecer in vitro a E. histolytica lo que permitio realizar estudios in vivo
14



e in vitro (Diamond L y cols., 1961). En 1968, Reeves y Bischoff diferenciaron las especies
patégena y no patégena de Entamoeba, mediante perfiles isoenzimaticos; diez afios
después Sargeaunt y Williams, lograron diferenciar por medio de la movilidad
electroforética de ciertas enzimas; cepas de E. histolytica, que provenian de pacientes con
manifestaciones clinicas y de portadores asintomaticos (Reeves RE y cols., 1968;

Sargeaunt PG y cols., 1978).

Por otro lado, Petri en 1987, demostré que la proteina con mayor antigenicidad en sueros
inmunes era la Lectina Gal/Gal. Después de diversos estudios utilizando anticuerpos
monoclonales se demostré que existia diferencia entre los antigenos de superficie entre

las dos especies (Haque R y cols., 1993; Tannich E y cols., 1989; Petri WA y cols., 1990).

Con toda ésta evidencia, Clark y Diamond en 1993, asociaron todos estos hallazgos, desde
las observaciones que diferenciaban a las amibas obtenidas de pacientes con
sintomatologia de las amibas de personas sanas por su capacidad de aglutinacién con
ciertas lectinas, las diferencias en los patrones isoenzimaticos, las diferencias antigénicas
y las diferencias en el ADN, todo esto con base a evidencia bioquimica, inmunoldgica y
genética (Diamond LS y Clark CG, 1993). Por consiguiente, en 1997 la Organizacién
Mundial de la Salud en su reunién en la Ciudad de México un comité de expertos acepté la
propuesta de la existencia de dos especies de Entamoeba morfoldgicamente
indistinguibles: Entamoeba histolytica, la patégena y Entamoeba dispar, la comensal

(Ayeh-Kumi y cols., 2001; Ximénez y cols., 2007; Pinilla y cols., 2008).

A partir de la separacién de Entamoeba en dos especies indistinguibles bajo observacidn al
microscopio se ha establecido que si se observan quistes de Entamoeba en un anilisis
coproparasitoscopico se debe reportar como Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar y
se recomendd el uso de medicamento sélo en caso de presentarse manifestaciones

clinicas o en caso de poblaciones en riesgo como: enfermos de VIH, homosexuales,
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embarazadas y areas endémicas (Reporte de Who/Paho/Unesco, 1997; Pinilla E y cols.,

2008).

Por otra parte, se han desarrollado diversas técnicas de diagndstico para detectar
antigenos del pardsito en heces o en suero de pacientes. También se comenzaron a
emplear técnicas de diferenciacion molecular como la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR). En la literatura podemos encontrar un considerable nimero de estudios
en muchos paises utilizando ésta técnica para identificar pacientes positivos para E.
histolytica con resultados efectivos, no obstante el costo y el equipo tecnoldgico y
humano especializado para llevar a cabo esta técnica son muy elevados comparados con
un ensayo de ELISA o coaglutinacion. Aunque el diagndstico de laboratorio sigue siendo
por excelencia la observacion al microscopio de quistes en muestras de heces de
pacientes, aun se buscan métodos mas rapidos econdmicos y precisos para el diagndéstico

adecuado de E. histolytica.

3.- Epidemiologia

Desde que la OMS aceptd la existencia de dos especies de amibas indistinguibles
morfoldgicamente, E. histolytica y E. dispar, la epidemiologia del pardsito se vio
drasticamente cambiada, debido a que se estima que de los 480 millones de individuos
infectados a nivel mundial con la amiba, sélo el 10% se debe a la infeccién por
E. histolytica y de ese 10% sdlo el 1% desarrolla absceso hepatico amebiano (AHA) (Ali IK'y
cols., 2008). Las técnicas moleculares han permitido conocer y reafirmar estas
observaciones. Aunque la amibiasis tiene una distribucidén mundial, paises en desarrollo
son los que presentan mayor numero de casos, particularmente Tailandia, Japdn, México
Colombia, Africa y Bangladesh (Ximénez C y cols, 2009). Junto con estas observaciones
también se ha sumado la identificacion una tercera especie de amiba que es
morfoldgicamente igual, Entamoeba moshkovskii, ésta especie ya se ha asociado a

infeccidn en paises asiaticos (Ali IK, 2015). El estudio global de factores de riesgo, dafios y
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brote de enfermedades del 2010 estimd 55,500 muertes por amibiasis a nivel mundial

(Lozano Ry cols., 2010).

En México la epidemiologia de la amibiasis se ha realizado utilizando ensayos de ELISA y
PCR. En 1994 se realizd un estudio a nivel nacional para determinar la seroprevalencia de
la amiba. Los resultados mostraron que el 8.41% de la poblacion (casi 70,000 muestras)

resultd positivo por ensayo de hemaglutinacidn indirecto (Caballero Salcedo y cols., 1994).

También se han realizado estudios utilizando PCR. En 1993 se reporté un estudio de 201
individuos de los cuales el 12% fue positiva por observacion al microscopio, es decir 25
muestras, de las cuales 24 fueron positivas a E. histolytica por PCR. Por otro lado, de las
176 muestras negativas al microscopio, 3 resultaron positivas por PCR. Las 25 muestras
fueron divididas en 3 grupos de acuerdo a los resultados, el 51.85% tuvo presencia de
ambas amibas, el 33.3% sélo estaba infectado con E. histolytica, mientras que el 3.7% sélo
fue positivo para E. dispar (Acufia-Soto Ry cols., 1993). En el 2000 se realizé un estudio de
prevalencia de E. histolytica en la comunidad de Coahuixtla en el estado de Morelos. En el
estudio 19.4% de la poblacion analizada fue positiva para E. histolytica/E. dispar. De este
porcentaje el 43.7% fueron positivas para E. histolytica, 12.5% positivas para E. dispar y

28% fueron co-infecciones (Ramos F y cols., 2000).

Otro estudio realizado en 2005, también en el estado de Morelos, mostré que E.
histolytica fue identificada en el 11.4% de la poblacion, E. dispar se identifico en el 7.2% y
sélo el 2.4% resultaron muestras con ambas (Ramos F y cols., 2005). Aunque se ha
observado que la amibiasis ha ido a la baja a nivel nacional, el Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica mostré que la amibiasis se encuentra dentro de las 10
principales causas de morbilidad y que entre el periodo de 2003-2008 pasé del quinto al
sexto lugar en incidencia. Los estados con mayor incidencia fueron Tabasco, Oaxaca y
Guerrero, mientras que los estados con menor incidencia fueron Nuevo Ledn, Sonora y

Baja California Norte. Ademas, dentro de las 20 principales causas de mortalidad las
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enfermedades infecciosas intestinales ocupan el 19° y 18° lugar en estudios realizados por
el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) en su reporte de 2014 y el Sistema
Nacional de informacién en Salud (SINAIS) en la base de defunciones de 1979-2012,
respectivamente. Por lo tanto, la amibiasis sigue siendo un problema de salud publica y los

estudios epidemioldgicos contribuyen a conocer la distribucion del parasito.

4.- Tipos de amibiasis
4.-1.- Amibiasis intestinal

La historia natural de la amibiasis intestinal invasiva es un evento de infeccién aguda, que
esta caracterizado por la presencia de diarrea, la cual se puede presentar dias o semanas
después de la exposicidn al parasito (entre 4 6 5 semanas). La amibiasis intestinal es una
infeccidn aguda caracterizada por los siguientes sintomas: dolor abdominal, presencia de
diarrea con moco o sangre y un sindrome disentérico. No es muy frecuente pero también
puede producirse fiebre. A nivel macroscépico el dafio al intestino es observado en forma
de ulceras y a nivel microscépico se pueden observar la presencia de trofozoitos
invadiendo el tejido (Figura 1) (Hira PR y cols., 2001; Stanley Jr., 2003; Ximénez C cols.,
2011).

Figura 1.- Dafio tisular en amibiasis intestinal. Del lado izquierdo se puede observar las

Ulceras producidas por el parasito. Del lado derecho se observan los trofozoitos invadiendo
el tejido intestinal (Imagenes tomadas y modificadas de Ximénez Cy cols., 2011).
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4.2.- Amibiasis extraintestinal

La amibiasis extraintestinal es poco frecuente comparado con la prevalencia de la
amibiasis intestinal. La forma mds comun de invasién extraintestinal es la que se produce
en el higado, aunque también se han presentado casos en los pulmones y cerebro. Es una
enfermedad que puede afectar a individuos de todas las edades. Los hombres estan mas
propensos a desarrollar absceso hepatico amebiano. Los sintomas mds comunes de AHA
son fiebre de 38° C, anorexia y dolor abdominal, escalofrios, diaforesis (sudoracidn
excesiva), nduseas y raramente diarrea (Pritt BS y Clark CG, 2008; Ximénez y cols, 2010;

Ximénez Cy cols, 2011).

El diagndstico de la amibiasis extraintestinal mediante el ultrasonido es la técnica estandar
para el diagndstico de AHA, por el costo que es mucho menos que la tomografia
computarizada de contraste. Frecuentemente se observan multiples abscesos que se

observan como necrosis del tejido (Figura 2) (Ximénez Cy cols, 2011).

Figura 2.- Dafo tisular en amibiasis extraintestinal. Del lado izquierdo se puede

observar multiples abscesos hepaticos u dafio tisular. Del lado derecho se observan
los trofozoitos, hepatocitos y células inflamatorias (Imagenes tomadas y modificadas
de Ximénez Cy cols., 2011).
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5.- Clasificacidon taxondmica de E. histolytica
Dominio Eukaryota
Reino Protozoa
Subreino Sarcomastigota
Filo Amebozoa
Clase Lobosea
Orden Amoebida
Familia Entamoebidae
Género Entamoeba

Especie E. histolytica (Ximénez Cy cols., 2007)

6.- Caracteristicas de las fases de E. histolytica: Trofozoito y quiste
6.1.- Trofozoito

El trofozoito es la fase movil, asociada a la sintomatologia y manifestaciones clinicas de la
enfermedad, es pleiomdérfico, se multiplica por fisidn binaria y es muy sensible a los jugos
gastricos y a los agentes externos. Coloniza el intestino y su habitat abarca la luz y la pared
del colon, particularmente el ciego y el recto (Pumarola, 1991), aunque también puede
atravesar la mucosa intestinal e invadir otros 6rganos como el higado. Su tamafo oscila

entre los 10 y 60 um (Figura 3).

El trofozoito se divide en dos regiones distinguibles: endoplasma y ectoplasma. La
locomocién del trofozoito se debe a su ectoplasma (seudépodo), donde se encuentran
proteinas de actina y miosina que le confieren movilidad (Becerril y Romero, 2004). El

trofozoito se nutre por fagocitosis, a partir de los tejidos disueltos.
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Figura 3.- Trofozoito de Entamoeba histolytica
tomado de la Universidad S.J.Upton, Kansas

6.2.- Quiste

El quiste es la fase infectiva y de resistencia del parasito, es una fase no moévil. El quiste
tiene una forma redonda y mide entre 10-15 um de didmetro, tiene cuerpos cromatoides,
4 nucleos, caracteristica de un quiste maduro, ademas de una pared de quitina (polimeros
de N-acetil-glucosamina). La resistencia que tiene el quiste es gracias a ésta pared, que lo
protege fuera del hospedero y que ademads le permite al momento de infectar atravesar el
tracto digestivo sin problemas para desenquistarse en el ileon (Figura 4). Los quistes
pueden sobrevivir durante semanas en el suelo o en el agua, que son las principales

fuentes de infeccién (Ximénez y cols., 2007; Aguilar-Diaz Hy cols., 2011).

Figura 4.- Quiste de Entamoeba histolytica. Se observan los nucleos
Imagen (donada por: Bidl. J. Tay Zavala, Facultad de Medicina,
UNAM y tomada de http://www.facmed.unam.mx/)
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7.- Ciclo de vida de E. histolytica

El ciclo de vida de E. histolytica tiene dos estadios: el trofozoito y el quiste. Los quistes son
ingeridos por el humano en alimentos y agua contaminada. Una vez dentro del organismo
pasan a través del tracto digestivo y en el estdmago se considera que debido a la accién
de proteasas se adelgaza la capa del quiste y comienza a degradarse, una vez que los
quistes alcanzan la porciéon del ileon los quistes desenquistan, liberando 4 amébulas que
rapidamente se dividen y en total se forman 8, éstas crecen lo que da lugar a que de cada

quiste salen 8 trofozoitos (Figura 5).

Los trofozoitos pueden permanecer colonizando de manera comensal el intestino; sin
embargo, por razones que aun se desconocen probablemente asociadas al parasito y al
hospedero, cuando logran atravesar la pared intestinal se desplazan al higado donde
producen la complicacion extraintestinal mds frecuente: el absceso hepatico amebiano.
Los trofozoitos que contindan colonizando el intestino son desplazados al colon
descendente donde sufren el proceso de enquistamiento por mecanismos y factores aun
no conocidos (Figura 3). Finalmente, los quistes son expulsados en las heces para
continuar con su ciclo vital, aunque también se ha observado que los trofozoitos pueden

ser expulsados en las heces (Ximénez Cy cols. 2011).
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Figura 5.- Ciclo bioldgico de E. histolytica. Modificado de http://www.cdc.gov/dpdx/amebiasis/
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8.- Estudio de la diferenciacion (Enquistamiento)

8.1.- En parasitos protozoarios intestinales

Aunque sabemos que el quiste es imprescindible para la consecucién del ciclo de vida del
parasito, se conoce muy poco acerca de los estimulos asociados al proceso de
diferenciacién y los cambios en el perfil proteico durante el mismo, particularmente en E.
histolytica. Esto se debe en parte, a la ausencia de un sistema de enquistamiento in vitro

reproducible y de alta eficiencia para su estudio.

En la literatura se pueden encontrar publicaciones donde se han evaluado diversos
estimulos para enquistar otros pardsitos protozoarios, como Entamoeba invadens,
pardsito de reptiles y Giardia lamblia, parasito de humanos (revisado en Aguilar-Diaz H y
cols., 2011). En el caso de E. invadens, se han obtenido quistes maduros in vitro, mediante
la exposicidn de cultivos de trofozoitos a la privacién de glucosa, choque osmdtico o su

combinacion (Vazquez Ly cols., 1984; Bailey GB y Rengypian S, 1980).

Por otro lado, en el caso de Giardia lamblia, se ha logrado obtener quistes in vitro por
incubacién de los trofozoitos con bilis humana, porcina y bovina, asi como con la privacion
de colesterol y nutrientes ( Gillen FD y cols., 1987; Lujan HD y cols., 1997). Estos
protocolos de induccion requieren de 24 hasta 72 h para la formacién de las estructuras,
ademas estos estudios han permitido realizar decenas de proyectos de investigacidon ya

gue se facilita la obtencién de los organismos (Figura 6).
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Figura 6.- Transformacién de trofozoitos de E. invadens y G. lamblia a quistes in vitro. Arriba, Se
puede observar en A: Un trofozoito y un quiste en transformacién de E. invadens. En B y C: quistes
formados. Abajo, En A: Se observa una imagen ultra estructural de trofozoitos de G. lamblia después
de 24 horas de tratamiento se observan vesiculas especificas de enquistamiento (ESV) y vacuolas
periféricas (PV). En B: Se observa la ultra estructura de un quiste maduro de G. lamblia, se aprecian
proteinas formadoras de la pared del quiste (CW) y también vacuolas periféricas (PV) (Tomado de
Eicheiger D, 1997).

8.2 Estudio de la diferenciacion en E. histolytica

En el caso de E. histolytica, no se han obtenido quistes in vitro, pero si la obtencién de
Estructuras Tipo Quiste (ETQ), estructuras que presentan caracteristicas morfoldgicas
parecidas a quistes pero sin demostrarse su infectividad. Estos estudios han consistido en
la incubacién de trofozoitos con una mezcla de iones Mg, Mn* y Co®* y también
incubacién con enterobacterias y una alta tensién de CO, en presencia de histamina

(Campos-Gongora E y cols., 2000; Said-Fernandez S y cols., 2001; Barron-Gonzdlez MP y
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cols., 2008). Todas las ETQ obtenidas en estos estudios presentaron resistencia a

detergentes y presencia de material tipo quitina.

Recientemente, nuestro grupo de trabajo logré inducir la diferenciacién de cultivos de
trofozoitos de la cepa HM1:IMSS mediante tratamiento durante 4 h, con peréxido de
hidrégeno 4 mM y en combinacién de cationes metdlicos la obtencion de células redondas
con reduccién de tamafio que son resistentes a detergentes que presentan algunas
caracteristicas de quistes inmaduros, como la presencia de cuerpos cromatoides, 2 a 3
nucleos y una pared de quitina, por lo que se denominaron Estructuras Tipo Quiste (ETQ),
(Figura 7). Ademas, una pequefia proporcion de las ETQ (menos del 1%) presentaron
tetranucleacién, sugiriendo que el tratamiento activa el proceso de diferenciacién de E.
histolytica de trofozoito hacia el quiste. Ya que la mayoria de las ETQ obtenidas son bi- y
tri-nucleadas, tienen cuerpos cromatoides, ambas caracteristicas de quistes inmaduros, se
ha propuesto que las ETQ podrian ser un estadio intermedio de diferenciacion de
trofozoito a quiste (Aguilar-Diaz H y cols., 2010). En un estudio posterior, se bloqueé la
obtencion de ETQ a través de la inhibicion con RNA de interferencia de la enzima
glucosamina 6-fosfato isomerasa, enzima limitante en la via de sintesis de la quitina
(Aguilar-Diaz H y cols., 2013). A diferencia de los protocolos para obtener quistes in vitro
en los protozoarios mencionados arriba, en los estudios de obtencién de ETQ para E.

histolytica estos protocolos de obtencién requieren sélo horas.

iy
Figura 7.- Microscopia electrénica de Barrido mostrando el tamario de las ETQ,

la morfologia redonda y la formacidon de la pared de quitina (Tomado y
modificado de Aguilar-Dias H y cols., 2010)
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Debido a que no se ha comprobado la infectividad de éstas ETQ, ya que no existe un
modelo animal reproducible para los ensayos de infeccidn, por lo que, ha sido dificil
conocer la naturaleza proteica de las ETQ. Sin embargo, en otros organismos han surgido
recientes estudios sobre la diferenciacion in vitro. Es el caso de Acanthamoeba castellani,
una amiba de vida libre que puede ser un parasito oportunista y causar keratitis y
encefalitis en humanos. En este pardsito se ha observado la formacién in vitro de ETQ o
pseudoquistes a partir de trofozoitos tratados con compuestos orgdnicos como metanol o

acetona (Kliescikova J y cols. 2011).

En estudios posteriores, los pseudoquistes se han considerado como un posible
mecanismo de proteccién bajo ciertas condiciones de estrés. Ademads, ha surgido
experiencia experimental de que estas estructuras se pueden forman en soluciones de

lavado para lentes de contacto (Imayasu My cols., 2013; Lloyd D, 2014).

Notablemente, las ETQ que se han obtenido comparten algunas caracteristicas con los
pseudoquistes para su obtencién, como lo es el tiempo corto de obtencién, ambos se
forman en lapsos de tiempo de 2-4 h, ademas ambos se producen bajo condiciones de

estrés y también que al parecer ambas pueden regresar a trofozoitos en medio de cultivo.

En el caso de E. histolytica aun estad en curso los estudios de reversidon. También ambas
estructuras carecen de ciertas proteinas presentes en las paredes de los quistes. Todo ello
sugiere que las ETQ de E. histolytica podrian ser en realidad pseudoquistes y no un estadio
intermedio de diferenciacién a quiste, lo que seria un hallazgo muy importante en la
biologia de este parasito. Hasta donde la literatura nos ha permitido conocer, no se han

descrito formacion de pseudoquistes en E. histolytica.
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9.- Técnicas Omicas y tecnologias nuevas para el estudio de los parasitos protozoarios

La secuenciacion de genomas, asi como el desarrollo de tecnoldgicas dmicas han
representado una oportunidad para estudiar diferentes organismos a nivel genédmico y
protedmico. Los primeros estudios se enfocaron en analisis transcriptomicos, que si bien
ofrecieron mucha informacion en un solo experimento, existia la duda de que si todos los
cambios de expresidn en el RNAm (sub-expresados y sobre-expresados) eran traducidos a
proteina. Por lo que, esta técnica presentd una limitante ya que los resultados obtenidos

no podian determinarse como contundentes (Wang X y Zhang B, 2014).

Para nuestra fortuna se desarrollaron técnicas protedmicas que resolvieron la limitante
mencionada arriba. En los uUltimos 20 afios, éstas técnicas se han optimizado y mejorado,
siendo la electroforesis en geles bidimensionales (2-DE) la técnica mas empleada (O’Farrell
PH, 1975). Ademas, se han acoplado a cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-
MS/MS) para la identificacién de las proteinas. También, se han planteado técnicas de
protedmica cuantitativa que han permitido determinar la abundancia total de las
proteinas identificadas. Todos estos avances permiten en la actualidad, obtener numerosa
informacién similar a la que se obtiene en un microarreglo (Haider Sy Pal R, 2013; Nie Ly

Wu G, 2007).

Sin embargo, esta informacion también representa un reto: interpretar correctamente los
datos obtenidos para explicar adecuadamente los resultados. Es por eso, que tanto la
transcriptdmica como la protedmica se conjuntan para validar los resultados. Ademas, se

apoyan en otras técnicas mas convencionales o cldsicas.

Los estudios protedmicos comenzaron a realizarse para determinar perfiles de proteina de
estadios de organismos. Después comenzaron a realizarse comparaciones entre una

condicidn control y una condicién experimental (respuesta a un compuesto, respuesta a
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un tipo de estés, etc.). Recientemente, su uso se ha extendido en todas las areas de

estudio.

Los estudios protedmicos en pardsitos se han enfocado principalmente en: Identificar
candidatos para vacunas, conocer la relacién huésped-pardsito, conocer la biologia del
pardsito, asi como identificar proteinas importantes durante las diferentes fases del ciclo

de vida del parasito.

10.- Estudios transcriptdmicos y protedmicos en E. histolytica
10.1.- Estudios transcriptomicos

Con el surgimiento de las tecnologias dmicas, se ha generado una rapida obtencién de
datos de la expresiéon de genes en diversas condiciones. En el caso de la amiba, la
secuenciacion del genoma permitié los primeros estudios transcriptomicos usando
microarreglos (Loftus B, 2005). Aproximadamente, se han analizado 2,000 genes. En estos
estudios, se han comparado diferentes cepas y especies de Entamoeba y se ha comparado

la expresidn de genes bajo condiciones de cultivo y bajo diferentes condiciones de estrés.

Se ha encontrado que el 17% de los genes expresados por trofozoitos en cultivo se sobre
expresan bajo condiciones de estrés y que las diferencias en la expresién de genes
asociados a respuesta a estrés y patogenicidad dependen de la especie de amiba o cepa
(Mac Farlane RCy cols., 2005, 2006). Sin embargo, sélo un estudio del estadio de quiste se
ha realizado (Ehrenkaufer G y cols., 2007), en el cual se comparé el transcriptoma de los
quistes con los de trofozoitos. En éste estudio, se identificaron 672 genes enriquecidos en
quistes que pertenecen a proteinasas de cisteina y proteinas cinasas transmembranales,
mientras que en trofozoitos se identificaron 767 genes que pertenecen a proteinas

asociados a invasion y a transduccién de sefiales (Ehrenkaufer G y cols., 2007).
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10.2.- Estudios proteémicos

Debido a que no ha sido posible reproducir el ciclo de vida in vitro, particularmente la
obtencién de quistes, practicamente todo los estudios protedmicos reportados se ha
realizado en el estadio de trofozoito. Por lo que, la biologia del trofozoito se conoce mas

que la del quiste.

Diversos estudios protedmicos se han realizado para determinar la expresion de proteinas
en diferentes organelos celulares y bajo diferentes condiciones. Los primeros estudios de
protedmica en el parasito se realizaron utilizando la técnica de geles bidimensionales
donde se analizaron extractos solubles e insolubles y se detectaron entre 400 y 1,500
puntos (spots), de los cuales 100 puntos se identificaron por espectrometria de masas
(MS), obteniendo 63 proteinas agrupadas en 7 categorias (Glicélisis, metabolismo de
RNA/DNA, sistema proteasoma, trafico vesicular, citoesqueleto, superficie y transduccion
de sefiales (Leitsch D y cols., 2005; Tolstrup J y cols., 2007). También se han identificado 10
proteinas propias y caracteristicas de trofozoitos, principalmente proteinas de

metabolismo (Leitsch D y cols., 2006).

En otros estudios protedmicos se han analizado los urépodos de trofozoitos de E.
histolytica, donde se han identificaron proteasas de cisteina y una proteasa de serina
especificas cuya funcidn no es clara, ademas algunas proteinas de superficie identificadas
que podrian ser reconocidas por el sistema inmune durante la infeccién (Marquay-

Markiewicz J, 2011).

Otros estudios protedmicos han sido hechos para analizar los fagosomas y el proceso de
fagocitosis de la amiba. Uno de estos estudios encontrd proteinas de unién a GTP, que
son importantes para la maduracién del fagosoma (Okada M vy cols., 2005). Otro estudio,
identificd proteinas residentes en el Reticulo endoplasmico, como la calreticulina, miosina

y proteinas accesorias de actina (Marion Sy cols., 2006).
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Diversos estudios han identificado proteinas de la amiba asociadas a sefializacion,
endocitosis, rearreglos del citoesqueleto, trafico vesicular y procesos de reconocimiento
de superficie, asi como también, se ha identificado un miembro transmembranal de la
familia de las cinasas (PATMK), identificada en proteinas fagosomales tempranas (Okada
M vy cols., 2005, 2006; Boettner DR y cols. 2008; Buss SN y cols., 2010). La variedad en los
resultados obtenidos en estos estudios protedmicos del fagosoma y fagocitosis pueden
ser debido al tipo de técnica protedmica empleada, a las obtencién de la muestra y hasta

a los parametros para identificar a las proteinas.

Ademas, ha determinado el proteoma de la superficie del trofozoito el cual es importante,
porque las moléculas de superficie participan en las interacciones parasito-hospedero. De
manera notable alrededor del 50% de las proteinas identificadas no presentan las
caracteristicas convencionales asociadas a la localizacion en la membrana. También, se
identificaron 12 familias de proteinas en la superficie de la amiba que se confirmaron por

western blot o ensayos de inmunofluorescencia (Biller Ly cols., 2014).

Otros estudios protedmicos mas especificos, han estudiado los complejos de
procesamiento del pre-RNAm, donde se han identificado 36 proteinas y otras 50 proteinas
gue posiblemente estan involucradas en procesos co-transcripcionales. A su vez, se han
realizado ensayos de pull-down para identificar las interacciones con dos
endoribonucleasas que interactian con la deanilasa EhCAF1. En estudios mas recientes, se
han determinado los componentes del aparto de Golgi y del reticulo endopldsmico (RE).
Aproximadamente 1,500 proteinas se identificaron en ambos compartimentos (Valdéz J y

cols., 2014; Perdomo D y cols., 2015).

Por otro lado existen 4 estudios protedmicos comparativos entre cepas de amibas. Los
estudios estan enfocados en comparar entre cepas de E. histolytica y entre E. histolytica y
E. dispar. En el que se compararon cepas de E. histolytica (HM-1:IMSS y Rahman) por geles

2D PAGE. Identificaron dos proteinas antioxidantes (peroxiredoxina y superdxido
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dismutasa) y tres proteinas de funcion desconocida; Grainina 1, Grainina 2 y una proteina

con un dominio LIM (Davis PH y cols., 2006).

Existe otro estudio protedmico comparativo entre aislados diferentes de la cepa HM-1:
IMSS (A y B), la comparacion protedmica se hizo con 2D DIGE. Identificaron 21 proteinas
con elevada abundancia en el aislado A y 10 proteinas con elevada abundancia en el
aislado B (Biller L y cols. 2009). Otro estudio realizado entre perfiles proteémicos de E.
histolytica y E. dispar revelé que sus proteomas son tan dispares que no fue posible
realizar la comparacion proteémica por 2D-PAGE. En otro estudio protedmico compararon
cepas diferentes HM1:IMSS vy utilizaron 2D-DIGE. Identificaron diferencias en la proteina
alcohol deshidrogenasa 3 que podria estar involucrada en virulencia (Davis PH y cols

2009).

Por otro lado y de manera contrastante, sélo hay un estudio proteédmico de quiste de E.
histolytica. Este estudio se realizd con quistes obtenidos de pacientes y aunque no se
realizd el proteoma de trofozoitos al mismo tiempo, los resultados fueron comparados
con los estudios de trofozoitos previos. ldentificaron 417 proteinas, incluidas 195
proteinas estadio-especificos, son consideradas como candidatos a farmacos o vacunas,
sin embargo, la mayoria son proteinas hipotéticas. Algunas de las proteinas identificadas
fueron proteinas cinasas, GTPasas pequefias, proteinas de reparacion del DNA,

reguladores epigenéticos y proteinas asociadas a superficie (Ali IK y cols, 2012).

A pesar de la importancia que ha representado el uso de la protedmica para la
identificacidn de las proteinas en los estadios, en el caso de E. histolytica aun no existen
estudios protedmicos donde se comparen estadios del parasito. Es de vital importancia
conocer esas diferencias para proponer nuevas estrategias en la prevenciéon de la

amibiasis.
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lll.- Planteamiento del problema

Entamoeba histolytica es un parasito protozoario causante de la amibiasis, el cual
presenta dos formas: el trofozoito y el quiste. El quiste presenta una pared de quitina que
le brinda resistencia fuera del hospedero y por lo tanto representa un candidato
terapéutico. El objetivo de obtener un modelo in vitro para enquistarlo no ha sido una
tarea sencilla y por lo tanto, el estudio en los procesos que estan involucrados en la
conversion de un estadio a otro no se conocen. Sin embargo, nuestro grupo de trabajo ha
logrado inducir Estructuras Tipo Quiste (ETQ) con un tratamiento de H,0, 4 mM, con 200
ppm de varios dicationes metalicos durante 4h. Las ETQ presentan algunas caracteristicas

de un quiste como: multinucleacién, pared de quitina y resistencia a detergentes.

A pesar de que no se ha logrado comprobar la infectividad de las ETQ, nosotros hemos
sugerido que pueden ser empleadas como un modelo para entender el proceso de
enquistamiento de la amiba, sobre todo porque por sus caracteristicas proponemos que
podria ser un estado de transicién entre el trofozoito y un quiste maduro. Otra posibilidad
es que las ETQ correspondan a un pseudoquiste, estructura de resistencia que se forma
rapidamente ante un estrés y que no estd relacionada con el proceso de enquistamiento.

Para poder definirlo, consideramos que es importante conocer su naturaleza protedmica.

En el presente proyecto llevamos a cabo un estudio comparativo del perfil proteico de las
fases del parasito: trofozoito, quiste y ETQ, que nos permitird determinar la verdadera
naturaleza de las ETQ, lo que podria aportar a los cambios asociados al proceso de
enquistamiento o a la descripcidn de una nueva estructura, el pseudoquiste, en ambos
casos incluida la formacién de una pared tipo quitina. Aunque no es el objetivo a corto
plazo los resultados podrian permitir en un futuro proponer nuevos blancos terapéuticos
gue podrian llegar a erradicar la enfermedad al inhibir la formacion de una fase de

resistencia de la amiba y con ello, la transmisidn del parasito.
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IV.- Hipotesis

Las ETQ obtenidas in vitro tienen caracteristicas de resistencia debido a una cubierta tipo-
quitina, por lo que se trata de una fase intermedia de enquistamiento o un pseudoquiste

de E. histolytica.

V.- Objetivos

Objetivo General

Realizar una comparacion protedmica global de trofozoitos, quistes y ETQ de Entamoeba
histolytica, para determinar la naturaleza protedémica de las ETQ y su asociacion al proceso

de diferenciacion de la amiba.

Objetivos particulares

e Obtener Estructuras Tipo Quiste (ETQ) in vitro y purificar quistes maduros
de E. histolytica, a partir de materia fecal de pacientes infectados.

o Determinar el perfil de expresidn proteico global en extractos integros de
trofozoitos, quistes y ETQ por LC-MS/MS vy realizar la comparaciéon entre

los proteomas.

e Determinar los cambios en el proteoma de ETQ durante su induccién.
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VI.- Materiales y Métodos

1.- Cultivo de Entamoeba histolytica

Trofozoitos de Entamoeba histolytica de la cepa HM1:IMSS se mantuvieron botellas de 50
ml en medio TYIS: 33 (Diamond y cols., 1961, 1978), suplementado con suero bovino fetal
al 15% (Microlab), vitaminas al 3% (SAFC, Bioscienes) y antibidtico 100x al 1% (Gibco). Los

trofozoitos se mantuvieron a 37° C en condiciones axénicas por 72 h.

2.- Induccidn de Estructuras Tipo Quiste (ETQ)

Las Estructuras Tipo Quiste (ETQ) se obtuvieron de acuerdo al protocolo establecido en
nuestro grupo de trabajo (Aguilar H y cols., 2010). Brevemente, una vez que los
trofozoitos alcanzaron 72 h de cultivo fueron tratados con 4 mM de peréxido de
hidrégeno comercial 30% adicionado con trazas de Co 0.02 ppm, Cd 0.02 ppm, Cu 0.02
ppm, Fe 0.1 ppm, Ni 0.02 ppm, Zn 0.02 ppm (MERCK), durante 1,2, 4 y 6 h. Una vez
terminado el tratamiento el contenido de las botellas se transfirié a tubos Falcon de 50 ml
y se centrifugaron a 150 x g por 5 min. Después los paquetes se lavaron 6 veces con
solucion reguladora de Fosfatos Salino (PBS 1X) a 4°C, se centrifugaron a 150 x g por 5 min
cada uno. Para seleccionar las ETQ totalmente transformadas de los trofozoitos se
realizaron 2 lavados mas uno con agua destilada y otro con sarkosil 0.1%, durante 20 min
y finalmente se centrifugaron a 150 x g durante 5 min. Los paquetes se procesaron para

obtener los extractos proteicos como se describe posteriormente.

3.- Muestras de heces humanas
Las muestras de materia fecal humana fueron proporcionadas por los laboratorios
CARPERMOR (Ciudad de México) de acuerdo a los protocolos éticos, incluida la firma del

paciente para la donacién de la muestra. En total 100 muestras nos fueron donadas, los
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criterios de inclusion para analizar la muestra eran que al microscopio se observo el
complejo de E. histolytica/E. dispar. Todas las muestras se procesaron en fresco y el
aislamiento del DNA se realizé bajo las medidas de bioseguridad para muestras nivel 2

como se describe a continuacion.

4.- Purificacion de DNA a partir de muestras humanas

Para purificar el DNA de muestras humanas se utilizé el mini kit QlAamp (QIAGEN)
siguiendo las recomendaciones del proveedor. Aproximadamente, 200 mg de cada
muestra se colocd en un tubo de 2 ml donde se adicionaron 1.4 ml de buffer ASL. La
mezcla se calenté a 70°C por 5 min y se centrifugé a maxima velocidad por 1 min (todas
las centrifugaciones se realizaron bajo las mismas condiciones). El sobrenadante se colocd
en otro tubo y se le agregd una tableta de Inhibitex (QIAGEN) hasta que se disolvid.
Nuevamente, los tubos se centrifugaron y 200 ul de sobrenadante se colocé en un tubo
con 15 pl de proteinasa Ky 200 pl de Buffer AL. La solucidn se incubd 70°C por 10 min.
Después de la incubacidn, se agregaron 200 ul de etanol absoluto a la mezcla y ésta se
colocd en una columna de afinidad. La columna se centrifugd y lavé dos veces con Buffer
AW1 y AW2. Para la elucién del DNA, las columnas se colocaron en tubos de 1.5 ml y a
cada columna se le agregd 200 pl de Buffer AE, se incubd durante 1 min y finalmente se

centrifugd. El DNA se almacend a-70° C hasta su uso.

5.- Deteccion diferencial de E. histolytica y E. dispar por Reaccion en

Cadena de la Polimerasa (PCR)

Desde que se hiciera la separacion en dos especies de Entamoeba en: E. histolytica y E.
dispar, ha sido necesario el uso de herramientas de biologia molecular para diferenciarlas
ya que morfolégicamente son idénticas. Por esta razén, una vez que se obtuvo el DNA se
realizd un ensayo de PCR para identificar las muestras positivas sélo para E. histolytica. Un

oligonucleétido comidn Forward EntaF5’-ATGCACGAGAGCGAAAGCAT-3’, y dos
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oligonucledtidos especifico-especie Reverse EhR5’-GAT CTAGAAACAATGCTTCTCT-3' vy
EdR5’-CACCACTTACTATCCCTACC-3’ (Hamzah Z, 2006). Las reacciones de PCR se
prepararon con 100 ng de DNA purificado arriba usando un Kit Master Mix Hot Star
(QIAGEN), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Las reacciones se corrieron
como sigue: 7 min a 94°C; 35 ciclos de 90 s a 94°C, alineamiento por 1 min (temperatura
de alineamiento para E. histolytica: 56°C y para E. dispar: 58°C) y 1 min a 72°C. Ademas de
una incubacién final de 7 min a 72°C. Los amplificados se separaron en geles de agarosa al
1%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV para identificar las muestras
gue positivas solo para E. histolytica. El tamafio de los amplificados esperados para E.

histolytica y para E. dispar fue de 100 pb y 600 pb respectivamente.

6.- Aislamiento de quistes de E. histolytica

Una vez identificadas las muestras positivas al parasito, los quistes de 22 muestras se
separaron parcialmente empleando la técnica de gradientes de sacarosa (Walderich B y
cols., 1997). Aproximadamente 7 g de cada muestra se homogenizé con 40 ml de PBS. Las
particulas grandes se removieron filtrando la mezcla a través de una doble capa de gasa.
Los filtrados fueron centrifugados a 150 x g por 7 min a 4°C, los sobrenadantes se
decantaron y los pellets se lavaron extensivamente con PBS hasta que el sobrenadante se
observé claro. Los pellets se resuspendieron en 5 ml de agua destilada. Después, las
suspensiones se colocaron cuidadosamente en la parte superior de tubos con 40 ml de
sacarosa 1.5 M y centrifugados a 500 x g durante 10 min a 4°C. La interface obtenida se
colocd en un tubo nuevo y se resuspendié en 20 ml de agua destilada y se centrifugd a
150 x g durante 5 min a 4°C. Los pellets se resuspendieron nuevamente en 5 ml de agua
destilada y se colocaron en la parte superior de tubos con 15 ml de sacarosa 0.75 M y se
centrifugaron a 500 x g durante 15 min a 4°C. Los pellets que se obtuvieron de ésta ultima
centrifugacién contenian los quistes de E. histolytica y se almacenaron a 4°C in PBS con

azida de sodio 0.5% para los experimentos posteriores.
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7.- Preparacion de extractos de proteinas de trofozoitos, ETQ y quistes de E. histolytica

Para la obtencion de extractos totales de trofozoitos, los cultivos de trofozoitos de 72 h se
colocaron en hielo durante 5 min y las células se cosecharon por centrifugacién a 150 x g
durante 5 min. Después los trofozoitos se transfirieron a tubos Falcon para realizar 5
lavados con PBS a 150 x g durante 5 min. Los pellets de trofozoitos y ETQ mencionados
arriba (Induccién de Estructuras Tipo Quiste (ETQ)) se colocaron en una soluciéon de PBS
con inhibidores de proteasas (Complete Protease Inhibitor Coctail, Sigma-Aldrich) en hielo
por 15 min. Después se sometieron a 10 ciclos de congelamiento-calentamiento con
nitrégeno liquido/bafio maria a 37° C y finalmente se centrifugaron a 16,000 x g durante
30 min a 4°C. Los sobrenadantes que contenian el extracto total se transfirieron a tubos
limpios para cuantificar la proteina utilizando el método de Bradford (Bradford MM,
1976). Los extractos se alicuotaron y almacenaron a -70°C hasta su uso. Los extractos de
proteinas de quistes se prepararon de una mezcla de 10 muestras positivas para E.
histolytica (aproximadamente 2 x 10° quistes). Se colocaron en 500 pl de PBS con
inhibidores de proteasas (Complete Protease Inhibitor Coctail, Sigma-Aldrich) en hielo
durante 15 min. La muestra se sometié a 10 ciclos de congelamiento-calentamiento con
nitrogeno liquido/bafio maria a 37°C y sonicacién durante 30 min (15s pulso/15s reposo).
Finalmente, la mezcla se centrifugd a 16,000 x g durante 30 min a 4°C. Se recuperaron los
sobrenadante y también se cuantificé la proteina. Los extractos de proteinas se

almacenaron a -70°C para uso posterior.

8.- Preparacion de muestra para analisis de LC- MS/MS

Alrededor de 40 pg de extracto de proteinas de trofozoitos, ETQ y quistes se concentraron
en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12%, la corrida del gel se detuvo justo después de
gue las muestras ingresaron al gel concentrador y antes de que entraran al gel separador.

Cada muestra se corté bajo condiciones de esterilidad como una Unica banda para
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trofozoitos, ETQ y quistes. Las bandas se enviaron a los laboratorios Bioproximity

(Chantilly, VA) para el analisis por LC-MS/MS.

9.- Desnaturalizacion de las proteinas y digestion

Las bandas se recibieron en los Laboratorios Bioproximity y se procesaron como se
describe a continuacidon. Primero, las muestras se prepararon para la digestion utilizando
el método de Preparacion de la muestra asistida por filtro (FASP) (Wisniewski J y cols.,
2009). El método consistié en resuspender las muestras en una soluciéon de 2% SDS, 50
mM Tris-HCl pH 7.6 y 3 mM DTT y sonicadas brevemente e incubadas a 40°C por 20 min.
Después, las muestras se clarificaron por centrifugacion y los sobrenadantes se
transfirieron dentro de columnas Amicon 30-kDa MWCO (Millipore). Las columnas se
centrifugaron a 13,00 x g durante 30 min y se resuspendieron en 8 M urea, 100 mM Tris-
HClI pH 7.6. Las proteinas en la muestra se alquilaron con 15 mM de iodacetamida.
Después se diluyeron en 2 M Urea y finalmente se digirieron toda la noche con tripsina y
una enzima sustrato en una proporcién de 1:40 a 37°C en constante agitacién. Los

péptidos se recuperaron por centrifugacion.

10.- Desalado de péptidos

Aproximadamente 20 ug de los péptidos digeridos se desalaron utilizando puntas C18
STAGE (stop-and-go-extraction). Una punta C18 STAGE se activd con metanol por cada
muestra, después fue acondicionada con acetonitrilo 60%: acido acético 0.5%, seguido de
acetonitrilo 2%/acido acético 0.55. Las muestras se separaron dentro de las puntas y
desaladas con acido acético 0.5%. Los péptidos se excluyeron con acetonitrilo 60%: acido
acético 0.5% vy liofilizados en un Speed Vac (Thermo Savant), para dejar casi secas las

muestras.
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11.- Espectrometria de masas en tandem acoplada a cromatografia liquida (LC-MS/MS)

Los péptidos se analizaron por LC-MS/MS. La LC se realizé en un equipo Easy-nLC 1000
UHPLC (Thermo Scientific, Waltman, MA). La fase mévil A se realizé con 97.5% agua mili-
Q, 2% de acetonitrilo y 0.5% de acido acético. La fase movil B, se realizé con 99.5% de
acetonitrilo y 0.5% de acido acético. El gradiente de LC corrié de 0%B a 35% B cerca de 210
min, después de 80% B por 30 min mads. Las muestras se separaron directamente en una
columna C18 de 50 cm x 75 um (Thermo Easy Spray PepMap). La LC fue interconectada a
un espectrometro de masas cuadrupolo-Orbitrap (Q-Exactive, Thermo Fisher) por
ionizacion nano-electrospray usando una fuente con un calentador de columna integrado
(Thermo Easy Spray). La columna se calenté a 50°C. Se aplicé un voltaje de electrospray de
2.2 kV. El espectrémetro de masas se programo para la adquisicién de datos-dependiente,
los espectros de masas en tandem a partir de los 20 principales iones en el analisis
completo de 400-1000 m/z. La dindmica de exclusion se establecié en 15 s, los iones con
carga simple se excluyeron, el ancho de aislamiento se establecié en 1.6 Da. La resolucién
completa de MS se establecié a 70,000 y la de MS/MS en 17,500. La energia de colision
normalizada se establecié en 25, el control automatico de ganancia al maximo 2E5 el
llenado MS de 20 ms maximo llenar MS/MS los 60 ms y la relacion de relleno inferior al

0,1 %.

12.- Procesamiento de datos y busqueda de librerias

Los archivos RAW de espectrometria de masas se convirtieron al formato mz5 utilizando el
convertidor de ms (Chambers M y cols., 2012). Todas las busquedas requirieron un
precursor de tolerancia de masa de 10 ppm, tolerancia del fragmento de masa de 0.02Da,
escision triptica estricta, escisiones perdidas 0 6 1, modificacién fija de alquilaciéon de
cisteinas, modificacidn variable de oxidacidon de metioninas y valores esperados de 0.01 o
menos. Se requirié que las proteinas presentaran 1 o mas péptidos Unicos a través de las

muestras analizadas con un valor-E de 0.01 o menos.
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13.- Andlisis Bioinformaticos

Las proteinas que se identificaron en trofozoitos, quistes y ETQ en extractos totales se
analizaron con el programa BioVenn para la construccién de diagramas de Venn (Hulsen T
y cols., 2008), se empled el programa STATISTICA 12 para los andlisis de correlacion y los
recursos bioinformaticos DAVID 6.7 para la clasificaciéon funcional (Huang Da W vy cols.,
2009). Las proteinas identificadas se mapearon con Gene Ontology usando Panther DB (Mi
H y cols., 2013), el test de sobrerepresentacion se realizé usando un valor de P de 0.05.
Aquellas proteinas que no pudieron ser anotadas utilizando Panther se anotaron con
Argot2 con score total >200 (Fontana P y cols., 2009; Falda M y cols., 2012; Radivojac P y
cols., 2013). Por otro lado, la localizacién sub-celular de algunas proteinas se predijo
usando CELLO v2.5 (Yu CS y cols., 2004; Yu CS y cols., 2006), la antigenicidad se predijo

utilizando la escala de antigenicidad de Kolaskar y Tongaonkar (Kolaskar AS y cols., 1990).

14.- Purificacion de RNA de trofozoitos, ETQ y quistes de E. histolytica

El RNA de trofozoitos, ETQ y quistes se purificd con el kit Direct-zol RNA Miniprep (Zymo
Research, Irvine, CA). Aproximadamente a 10° trofozoitos o ETQ se les agregd 1 ml de
Trizol y se homogenizé mediante un vortex. Posteriormente, se le agregd 1 ml de etanol vy
la solucidon se mezcld, después la solucién se colocd en una columna Zymo-Spin Il y se
centrifugé durante 1 min a maxima velocidad. A continuacién, la columna se traté con 400
pl de buffer prelavado y se lavé con 700 ul de buffer de lavado, entonces la columna se
centrifugd por 1 min a maxima velocidad. Finalmente, la columna se transfirié a un tubo
Eppendorf y el RNA se eluyd con 50 ul de agua libre de RNAsas. EI RNA se cuantificd en un

nanodrop 2000 (Thermo scientific) y se almacend a -70°C hasta su uso.

El RNA de quistes se purificd a partir de 0.25g de muestra de materia fecal humana,
previamente positiva por PCR diferencial mencionado arriba con el kit de aislamiento

Power Microbiome RNA (MO BIO Laboratories, Carlsbad, CA) siguiendo las condiciones del
41



proveedor. Brevemente, la muestra de coloca en un tubo de 1 ml con 650 ul de solucién
PM1, el tubo se vortexed durante 10 min y se centrifugd a maxima velocidad por 1 min. El
sobrenadante se transfirid en un tubo nuevo y se le agregd 150 ul de solucién PM2, la
mezcla se centrifugd por 1 min. El sobrenadante se colecté en un tubo nuevo y se le
agregaron 650 pl de las soluciones PM3 y PM4. Una vez que se mezclé la solucion 650 pl
del sobrenadante se colocaron dentro de una columna (spin filter) y se centrifugaron por
un min. Después 650 ul de solucidén 5 se agregd a la columna y se centrifugd por un min.
Entonces, 50 ul de Solucién de DNasa | y 400 pl de solucién PM7 se agregaron a la
columna y se centrifugd durante 1 min. La columna se lavé con las soluciones PM4 y PM5
y se centrifugaron por 1 min después de cada lavado. Finalmente, el RNA se eluyé con 50
ul de agua libre de RNasas. El RNA se cuantificd en un nanodrop 2000 (Thermo scientific) y

se guardd a -70°C hasta su uso.

15.- Reaccidn en cadena de la polimerasa transcriptasa reversa (RT-PCR)

La RT-PCR se realizd usando el kit Super Script One-Step RT-PCR con la Taq Platinum
(Invitrogen, Carlsbad, CA) siguiendo las especificaciones del proveedor. Las reacciones se
prepararon usando 200 ng de RNA de cada muestra. Las muestras se amplificaron como se
describe a continuacién: 55°C durante 30 min; 94°C por 2 min; 40 ciclos de 94°C por 15 s;
alineamiento por 30 s; 70°C por un min; y una incubacién final a 68°C por 10 min. La
temperatura de alineamiento y las oligonucleétidos usados se describen en la Tabla 1.
Una vez terminado el RT-PCR las reacciones se separaron en geles de agarosa al 1%, para

su visualizacién los geles se tifieron con bromuro de etidio y se observaron bajo luz UV.

16.- Western Blot contra la proteina Jacob

Un western blot se realizé con el objetivo de identificar la proteina Jacob en ETQ y quistes.
15 pg de cada muestra se resolvieron en un gel de acrilamida al 12% y se transfirié a una

membrana de PVDF. La membrana se bloqued con leche 10% por 1 h a 37°C. El anticuerpo
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primario anti-Jacob 1:1000 se incubd toda la noche a 4°C (donado por el doctor W. A.
Petri Jr.). El anticuerpo secundario anti-conejo 1:50,000 conjugado con HRP hecho en
cabra (62-6120 ZYMED, San Francisco, CA) se incubd por 2 h a 37°C. El complejo inmune
en la membrana se reveld utilizando el kit Super Signal West Femto Maximum Sensitivity

Substrate (Thermo Scientific). El extracto de trofozoitos se utilizé como control negativo.

17.- Inmunofluorescencia contra la proteina Jacob

Para realizar la inmunofluorescencia ETQ y quistes se fijaron con paraformaldehido al 4%
durante 30 min a temperatura ambiente. Las muestras se lavaron 3 veces con PBS y se
permeabilizaron con tritén al 1% durante 1 h a 50°C. Las muestras se bloquearon con BSA
al 1% por 1 h y se trataron con anticuerpo primario anti-Jacob 1:200 incubando toda la
noche a 4°C. Después se incubd con anticuerpo secundario anti-conejo 1:200 acoplado a
FITC hecho en cabra y se incubd por 2 h a 37°C (F1262, Sigma ST. Louis, MO). Las muestras
fueron inmediatamente visualizadas bajo el microscopio de fluorescencia. Se procesaron

trofozoitos de igual manera y se usaron como control negativo.
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Tabla 1.- Oligonucleétidos utilizados para

Entamoeba histolytica.

RT-PCR de proteinas de la pared del quiste de

No de acceso a la Nombre de la Oligonucleétidos F/R 5’ -3’ Tamaiio T°de
secuencia proteina alineamiento
XM_001913371.1 Enzima malica, ACTCGGATCCATGGCACAATTAAAAGCAG 1464 52
putativa ATTCCTCGAGTTTTCCAGTGACTTTGTTAA
XM_645281.2 fructosa-1,6- ACTCGGATCCATGGCTGCTAAGACTGTTAAC 990 61
bisfosfato ATTCCTCGAGATACCATGATTTTCCTGCTGAG
aldolasa, putativa
XM_645264.2 gliceraldehido-3- ACTCGGATCCATGTCAATTAAGGTCGGTATTA 1000 58
fosfato ATTCCTCGAGATGAACTTTAGAAATGATTTGGA
deshidrogenasa,
putativa
XM_001914290.1 Gal/GalNAc TAGAAAGCTTATGTTCTAGTTTAACATGTCCA 1028 59
(Fragmento de TTTTTCTAGATTAACATGTTTTCTTTGTGTAAATAG
LC3)
XM_001914339.1  Peroxiredoxina ACTCGGATCCATGTCTTGCAATCAACAAAAAG 711 58
ATTCCTCGAGTCTTGTTTGTTTTAATGTTGTTAA
AF401986 ProteinaJessie 1 =~ AAGTGGATCCATGACACTAATTATTTTCT 273 63
TACCAAGCTTTTATTTATAATTTTCATAAA
AF401987 Proteina Jessie 2 AAGTGGATCCATGATGATATTAATCATTT 294 65
TACCAAGCTTTTAACAATAATCATCATTT
AF401988 Proteina Jessie 3 AAGTGAATTCATGAAATTAGCTGTTTTAA 1800 65
TACCAAGCTTTTATTTTGAATAATGAACT
AF401984.1 Lectina Jacob AAGTGGATCCATGAAAGCATTACTTGTTA 456 66
TCCCAAGCTTTTAATAACATGGATTGTTA
XM_652120.2 Quitin sintasa AAGTGGATCCATGTCAGTGAGTTTCCTTA 2841 68
2,putativa TCCCAAGCTTTTACTCTGAATGAGAAAGG
AF082517 Factor de GTAGGACTTGATGC 259 51
ribosilacion GTGAAGAATTAATGA
dependiente de
ADP (ARF)
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VII.- Resultados

En el siguiente esquema se muestra de manera general la estrategia experimental que se
realizd para el proyecto (Figura 8).

Estrategia Experimental

Figura 8.- Esquema general del flujo de trabajo que se planed para realizar el proyecto
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Objetivo 1.- Obtener las muestras de ETQ y quistes de Entamoeba histolytica

1.- Optimizacion de la obtencién de las ETQ

Aunqgue la obtencion de ETQ fue publicada anteriormente en nuestro grupo de trabajo
(Aguilar-Diaz H y cols., 2010), se realizaron los ensayos a 1, 2, 4 y 6 h para obtener el
tiempo en el cual se obtenia un nimero mayor de ETQ resistentes al detergente sarkosil.

El tiempo 6ptimo de induccion que se obtuvo fue a las 4h (Figura 9).

A) B)

Figura 9.- Obtencidn de ETQ a partir de trofozoitos inducidos con H,0,. En a) Se observa un trofozoito en
cultivo sin inducir. En b) y c) Se observan ETQ después de 4h de induccion que han disminuido su tamario

y se han redondeado.

Aunque el tiempo de induccién de las ETQ de 4 h fue el que utilizé para la comparacién
protedmica con los estadios de trofozoitos y quistes, los otros tiempos de 1, 2 y 6 h
también se utilizaron para el estudio protedmico de los cambios protedmicos durante la

induccion de las ETQ.
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2.- Identificacion de muestras humanas positivas para E. histolytica utilizando PCR

En total los laboratorios Carpermor nos donaron 100 muestras que por observacion al
microscopio eran positivas para el complejo E. histolytica/E. dispar. Para confirmar la
presencia del parasito y diferenciar de las muestras que tenia E. dispar se realizaron
ensayos de PCR usando oligonucledtidos especificos. En la siguiente tabla se resumen los
resultados de este analisis. Cada PCR se realizé 3 o hasta cuatro veces si habia alguna duda

en la identificacién de la especie de Entamoeba.

Tabla 2.- Clasificacion molecular de las muestras humanas a la presencia de Entamoeba

Clasificacion Numero de muestras
Muestras positivas para E. histolytica 22
Muestras positivas para E. dispar 20
Muestras positivas para ambas amibas 12
Muestras negativas 46

A continuacién, se muestra de manera representativa la observacién al microscopio de
quistes de E. histolytica bajo el microscopio y un gel de agarosa representativo para
exponer el resultado de un PCR diferencial donde se observan 4 muestras a las que se les
realizd el PCR para E. histolytica y E. dispar En el gel se ve que la muestra 3 fue positiva
para E. histolytica y E. dispar mientras que la muestra 1 fue positiva Unicamente para E.
dispar, las muestras 2 y 4 no amplificaron para ninguna amiba de los analizadas (Figura

10).
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Figura 10.- Muestras positivas para E. histolytica, E. dispar o ambas. Del lado izquierdo se
observa una muestra de quistes vista al microscopio. Del lado derecho se muestra un gel de
agarosa 1% representativo con 4 muestras a las que se les realizd PCR para ambas amibas. Con
asterisco rojo se muestran las bandas amplificadas.

3.- Quistes semipurificados de E. histolytica usando gradientes de sacarosa

Una vez que se identificaron 22 muestras positivas para E. histolytica, se llevé a cabo la
semipurificacién de los quistes utilizando gradientes de sacarosa (Walderich B y cols.,
1997). La técnica permite limpiar parcialmente la muestra, de tal forma que si se hace
adecuadamente y con los lavados que se requieran las muestras pueden quedar bastantes

limpias de bacterias, células humanas y particulas grandes de materia fecal (Figura 11).
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Figura 11.- Proceso de semipurificacion de quistes utilizando gradientes de sacarosa. En las imagenes

arriba: de izquierda a derecha y abajo: de izquierda a derecha. Se va siguiendo la secuencia durante
las diferentes fases del proceso de purificacion. En las imagenes se observa la disminucion de
particulas grandes y la progresiva desaparicion de bacterias y diversos contaminantes.

4.- Integridad de los extractos proteicos de trofozoitos quistes y ETQ

Una vez que las ETQ, los quistes y los trofozoitos fueron obtenidos se realizaron los
extractos de proteinas para enviarlos a analizar por LC MS/MS. Antes de que se enviaran
los extractos de proteina éstos fueron separados en geles de acrilamida para observar y
determinar la integridad. En la Figura 12, se pueden observar la integridad de los extractos

de proteinas totales.
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En el caso de los extractos de trofozoitos y ETQ se observan claramente diferencias en
bandas alun en un gel de 1D. En los trofozoitos se muestran 20 bandas aproximadamente a
lo largo de todo el gel, en las ETQ se observan 20 bandas también pero en diferente peso
y con menor intensidad que en los trofozoitos. En el caso del extracto de quistes, se ven
12-15 bandas aproximadamente, la mayoria muy tenues, aunque se ven pocas bandas,
muchas de estas estan en los pesos moleculares bajos ademds que probablemente
muchas no se ven por la composicidon hidrofébica de muchas proteinas del quiste. Las

muestras de trofozoitos, quistes y ETQ fueron enviadas como una Unica banda a los

laboratorios Bioproximity (http://www.bioproximity.com/) para su analisis por LC MS/MS.
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Figura 12.- Integridad de extractos de proteinas de trofozoitos, ETQ
y quistes. Se pueden apreciar las bandas en las 3 muestras. En
quistes las bandas son mucho mas tenues pero se encuentran en
todos los pesos moleculares, aunque en pesos moleculares
pequeiios se observan mas proteinas.
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Objetivo 2.- Analisis protedmico comparativo de trofozoitos, ETQ y quistes de E.
histolytica

5.- Validacion de las proteinas identificadas con el Software DB Parser

El andlisis de LC MS/MS identific6 1,900 proteinas diferentes entre las muestras de
trofozoitos, ETQ y quistes. Para validar la identificacién de las proteinas se realizd una
validacién con DB Parser. Este algoritmo te permite clasificar a las proteinas identificadas
en 4 categorias o tipos de Parsimonia: Distinta, Diferenciable, Equivalente y Supergrupo.
Estos tipos de parsimonia corresponden al tipo de péptidos que identificaron a la
proteina. Aquellas proteinas que se identificaron con péptidos Unicos (Distinta), aquellas
proteinas que ademas de péptidos Unicos, algunos son péptidos compartidos con otra
proteina (Diferenciable), aquellas proteinas que se identificaron con péptidos Unicos y con
péptidos compartidos por dos o mas proteinas, y finalmente las proteinas que se

identificaron con péptidos Unicos y con péptidos compartidos por varias proteinas.

En la Tabla 3, se pueden observar los resultados de este anadlisis para las 1,900 proteinas.
El 70% de las proteinas presentan una parsimonia distinta, es decir, que fueron
identificados uUnicamente con péptidos Unicos y exclusivos de la proteina a la que

identificaron.

Tabla 3.- Clasificacidon de las proteinas identificadas de acuerdo
al Tipo de Parsimonia

Tipo de Parsimonia No. de Proteinas Porcentaje %

Distinta 1330 70
Diferenciable 323 17
Equivalente 152 8
Supergrupo 95 5

Suma 1900 100
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6.- Comparacion de datos proteémicos de trofozoitos, quistes y ETQ

Una vez que las proteinas se identificaron y ademas se validé su identificacion se realizé la
comparacion protedmica entre las 3 muestras. En total 1,990 proteinas se identificaron.
De esas 1,990 proteinas 1,029 se identificaron en trofozoitos, 550 en ETQ y 411 en
quistes. Se realizdé un diagrama de Venn para comparar los de conjuntos de proteinas. Se
identificaron 74 proteinas compartidas entre las 3 muestras. Ademas entre ETQ vy
trofozoitos se compartieron 385 proteinas. Como un resultado interesante entre quistes y
ETQ sélo se compartieron 7 proteinas, mientras que entre quistes y trofozoitos se
compartieron 31 proteinas (Figura 13). También los trofozoitos, ETQ y quistes tuvieron

proteinas estadio-especificas (539, 84 y 299, respectivamente).

Proteinas de
trofozoitos = 1029

Proteinas de
ETQ = 550

Proteinas de
quistes =411

Figura 13.- Comparacion de proteinas identificadas en trofozoitos, ETQ y quistes. La
comparacién se representa como diagrama de Venn. El tamafio de los circulos, y el
sobrelapamiento de los circulos son proporcionales al tamafio de conjunto, y al nimero de
proteinas que comparten, respectivamente.
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De las 1,990 proteinas identificadas sdlo hay 1,419 diferentes. Esto equivale al 14% de las
proteinas tedricas de E. histolytica basado en los 9,938 genes predichos en el genoma del

pardsito (Loftus By cols., 2005, Lorenzi HA y cols. 2010).

Como siguiente andlisis se determind el nimero de proteinas anotadas e hipotéticas de
las muestras. Para los trofozoitos se identificaron 789 proteinas anotadas y 240
hipotéticas, para las ETQ 443 anotadas y 107 hipotéticas y para los quistes 250 proteinas
anotadas y 161 hipotéticas (Figura 14). También se realizd un analisis de correlacidn para
determinar que muestras eran mas parecidas y que muestras eran mas distintas entre si.
El valor de correlaciéon va de 0 a 1. Entre mds cercano a 1 sea el valor obtenido mayor
correlacién habrd, es decir las muestras comparadas se parecen mas y mientras el valor

sea mas cercano a 0, la correlacion entre las comparaciones es menor.

Los resultados muestran que las ETQ y los trofozoitos estdn mas correlacionados entre
ellos que los ETQ con los quistes (R= 0.9 vs. 0.7). Ademds cuando se repitié el andlisis de
correlacién pero separando a las proteinas hipotéticas con las anotadas los valores de
asociacién son todavia menores entre las proteinas hipotéticas de quistes con respecto a

las de trofozoitos y ETQ (0.03 y 0.05) (Figura 14).

A) 8)

a Proteinas totales

‘ 07 o Proteinas anotadas
ETQ __ " Proteinas anotadas 06 * Proteinas hipotéticas
O Proteinas hipotéticas 05
) 04
02
0 20 40 60 80 100 % o
’ 0 — -

TvETQ TvQ ETQvQ

Valor de R

Figura 14.- Comparacién de proteinas de trofozoitos, ETQ y quistes de E. histolytica. En A: Se realizd un
analisis para determinar la naturaleza de las proteinas, si eran hipotéticas o anotadas para las 3 muestras.
En B: se observan los resultados del analisis de correlacidon. T= Trofozoitos, ETQ= Estructura Tipo-Quiste,
Q=Quiste
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Como se menciond arriba, se identificaron 74 proteinas compartidas entre las 3 muestras.
Aunque el numero de péptidos hits (abundancia relativa) fue diferente entre las 3
muestras (Tabla 4).

Tabla 4. — Proteinas compartidas entre trofozoitos, ETQ y quistes identificadas por LC MS/MS

No. de péptidos emparejados/Conteo de péptidos-hits

ID de acceso
Uniprot Nombre Trofozoitos Quistes ETQ
SOAUW6 Actina 97/645 10/68 46/373
SOAWJ4 Actina, putativa 100/645 10/68 45/358
SOAWF4 Actina 96/640 10/68 45/363
SOAWZ1 Actina 100/639 10/68 46363
SOAWI9 Actin, putativa 94/635 10/68 45/363
SOAUT4 Actin, putativa 97/626 10/68 44/361
SOAUS7 Actin, putativa 95/616 9/64 43/354
SOAVA7 Actin, putativa 94/608 9/66 44/361
SOAWA2 Actin, putativa 91/605 10/68 40/331
SOAXB5 Actin, putativa 83/596 11/70 40/331
Q24801 Piruvato fosfato

dikinasa 113/587 2/4 64/285
SOAV75 Actina, putativa 92/586 10/68 45/346
QI9TYD6 Actina 96/583 10/68 43/342
SOAUR6 Actin, putativa 90/583 9/64 40/332
SOAV23 Actin, putativa 87/579 8/51 43/324
SOAVQ9 Actin, putativa 90/568 10/68 46/337
SOAWT4 Actin, putativa 74/536 8/63 34/396
BIN621 Actin, putativa 79/487 9/66 38/282
SOAWO09 Actin, putativa 86/478 8/35 40/285
SOAV15 Actin, putativa 75/444 8/38 38/280
SOAVT2 Actin, putativa 66/421 7/50 35/251
C4LVR9 Gliceraldehido 3-

fosfato

deshidrogenasa 71/333 1/2 30/105
SO0AX11 Gliceraldehido 3-

fosfato

deshidrogenasa 69/330 1/2 30/105
SOAYMO Actina, putativa 80/316 3/19 32/148
SOBOTO Actina, putativa 73/282 2/15 30/133
SOB1Y3 Actina 73/276 2/15 29/116

Cadena pesada de
C4aLu72 miosina 100/226 1/1 37/73
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Q07569

B1N306

B1N2JO
CALY85
G5EKL5

S0AW44
S0AZU7

SOAWG4

C4M3s5

015593
C4LXD7

SOBOR7

camM3Qo
c4amMB38

Q24835

B1N3C7

B1N5SAS8
015729

C4ALTMO

B1N486

C4aLyJ7

C4amM770

015601
077164

Cadena pesada de
miosina

Factor de elongacion 2
Enzima malica
putativa

Ubiquitina, putativa

Enzima malica
Enzima malica
putativa

Fosfoglicerato cinasa
Factor de elongacion
1-a

Proteina de choque
térmico de 70,
putativa

Actina
Fructosa-1,6-
bisfosfato aldolasa,
putativa

Factor de elongacion
1-a

Peroxiredoxina
Proteina disulfido
isomerasa, putativa
Subunidad de
Adhesina especifica
de Galactosa-de
170kD subunit
Subunidad de la
Lectina inhibible de
galactosa de 170
kDa, putativa

Peroxiredoxina
Peptidil-prolil cis-trans
isomerasa

Subunidad pesada de
la lectina Gal/GalNAc
Proteina de choque
térmico de 70,
putativa
Galactokinasa,
putativa

Proteina de choque
térmico de 70,
putativa

Factor de Elongacion
la

70 kDa Proteina de
choque térmico

83/197
69/195

52/185
11/176
48/174

46/172
33/156

38/150

45/150
23/136

45/133

33/117
31/98

29/93

35/91

33/90
26/90

16/89

29/81

29/69

21/61

24/59
12/55

21/50

55

1/1
1/1

2/5
1/1
2/5

2/5
1/1

1/3

2/5

1/2

2/3

1/3
1/4

1/1

1/1

1/1
1/4

1/1

1/1

2/5

1/2

2/2
1/3

2/2

31/65
12/28

20/51
4/16
18/45

18/48
15/45

21/86

19/54
5/60
16/36

18/72
27/124

35/180

54/160

55/166
23/116

5/13

50/153

9/28

10/30

43/177
8/26

37/142



CAMOF4

C4LVD3

CaAMeY2

BIN336

B1N368

Ccam711

C4M9P2

CAMBE2

Q9BLE4

Q24834

QO9BLES

CAM6S2

C4M8Z5

Q6AW60
C4AM846

C4LYv2

C4LXG1

CaM7T9

BIN384

C4M3X0

Q27642

CALYNO

camMov2

Las proteinas marcadas en negrita, se discuten en el texto.

Hsp70-Bip

Proteina 14-3-3 3
Sulfato
adenililtransferasa,
putativa

Proteina de unién al
Poliadenilato, putativa
Proteina ribosomal
40S S4, putativa
Proteina no-
caracterizada Putativa
Proteina no-
caracterizada Putativa

Filopodina, putativa
Proteina con dominio
de unién a dedos de
calcio EF

GTPasa pequefia
Rab11B

Disulfido
oxidoreductasa
GTPasa pequefia
Rab7A

Proteina ribosomal
60S L14, putativa
Proteina no-
caracterizada Putativa

Proteina EhRab11A
Subunidad regulatoria
de proteasa 26s
Proteina ribosomal
60S L7, putativa
Purina nucledsido
fosforilasa, putativa
Enzima activadora de
Ubiquitina, putativa
Proteina ribosomal
60S L4, putativa
ATPasa
transportadora de
calcio

ATPasa
transportadora de
calcio

Proteina no-
caracterizada Putativa
Proteina de
resistencia a
multidroga , putativa

18/47

20/43
16/28
11/27
14/26
9/26
11/21
6/17
9/17
6/16
4/14
5/13

6/12
6/11

6/10
6/9
3/7
4/6

2/5

3/5

2/4

2/2

1/1

1/4

2/2
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/4
1/1
1/1
2/2
1/2

1/1
1/1

1/1
1/1
1/1
1/3

1/1

2/3

1/1

1/1

1/1

5/11

6/11
3/5
1/2
2/4
2/2
6/9

8/72
6/7
3/4
2/4
2/3

1/1
5/6

2/2
1/2
1/2
2/4

1/2

2/3

2/3

4/9

1/3



Las 74 proteinas compartidas se compararon en el nimero de los péptidos-hits
(abundancia relativa). Lo primero que se observé fue que los quistes fue la muestra que
en general presentdé menos péptidos-hits en todas sus proteinas. En el caso de los
trofozoitos el numero de péptidos-hits fue del doble en proteinas asociadas a
metabolismo celular como la Piruvato fosfato dikinasa, la Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa, la enzima malica, la Fosfoglicerato cinasa, la fructosa 1,6-bisfosfato

aldolasa y la Galactokinasa que en ETQ y quistes (Tabla 4).

En cambio, en las ETQ las proteinas con péptidos-hits, dos o 3 veces mas que en
trofozoitos o en quistes fueron enzimas asociadas a estrés oxidativo como la
peroxiredoxina y dos HSP70 (Bip y otra putativa). También las proteinas disulfido
isomerasa y las proteinas que contienen un dominio de unién a dedos de calcio EF.
Interesantemente, la subunidad pesada de la lectina inhibible de galactosa de 170K Da
también se identificé con un numero de péptidos mayor que en los trofozoitos, en
particular ésta enzima se ha asociada a la formacidn del quiste en E. invadens ver tabla 4

(Eicheinger D y cols., 2001).

7.- Identificacion de proteinas estadio-especificas con mayor abundancia relativa

Una vez que identificamos las proteinas compartidas entre las 3 muestras, decidimos
identificar dentro de aquellas proteinas estadio-especificas cuales tenian los 15 péptidos-
hits mas altos. En trofozoitos las proteinas estadio-especificas identificadas estan
asociadas a unién a DNA, traduccién, biogénesis ribosomal y polimerizacién de la actina.
En las ETQ, las proteinas Unicas identificadas fueron proteinas asociadas a proteinas de
uniéon a calcio, Grainina, transporte de protones, protedlisis y homeostasis redox.
Mientras que en quistes de las quince proteinas identificadas con los péptidos-hits mas
altos, la mitad de estas tiene funcidon desconocida. Sin embargo, también se identificaron
un factor nuclear de transcripcidén, una fosfotransferasa aminoglicésida 3’ y una alkil

sulfatasa (Tabla 5).
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Tabla 5. — Proteinas Unicas identificadas con los péptido-hits mas altos en trofozoitos, ETQ vy

quistes

Numero de acceso

Nombre de la proteina

No. de péptidos
emparejados/Conteo de

Funcion

péptidos

Trofozoitos

caLvia Proteina no-caracterizada 17/35 Funcidn desconocida
Putativa

CaLWlJ6 Proteina con dominio de 9/32 Unidn al ion de Zinc
dedos de zinc LIM zinc

Cc4aLvo7 Malato deshidrogenasa, 7/30 Actividad oxidoreductasa
putativa

C4LT49 Proteina ribosomal 40S S24, 11/29 Traduccion
putativa

B1N3R9 Proteina ribosomal 60S L7a, 10/27 Biogénesis del ribosoma
putativa

CAMOAS Proteina no-caracterizada 16/26 Funcidn desconocida
Putativa

c4amo0Q2 Proteina ribosomal 40S S8 12/24 Traduccion

Cam727 Proteina ribosomal 60S L27, 11/24 Traducciéon
putativa

caLucry Miosina No-convencional IB 11/23 Union a ATP

C4Lw30 Enzimas de modificacion del 12/23 Modificacion del RNA
RNA de la familia, MiaB-

CALZBO Proteina ribosomal 40S S6 8/23 Traducciéon

CAM7H1 Actobindina, putativa 10/23 Unidon de monémeros de actina

C4Lz12 Tirosil-tRNA sintetasa, 9/22 tRNA aminoacilacion para la
putativa traduccion de proteinas

B1N2Z3 Proteina ribosomal acida 60S 10/21 Biogénesis del ribosoma
PO, putativa

C4LSVvo Subunidad del 10/21 Polimerizacion de filamentos
complejoARP2/3 de20 kDa, de actina
putativa

ETQ

B1N4A1l Grainina, putativa 9/22 Unidn al ion calcio

CaMm784 Proteina no-caracterizada 10/18 Actividad catalitica
Putativa

C4LTM6 Proteina rica en Serina- 8/15 Componente integral de
treonina-isoleucina, putativa membrana

C4LU65 Subunidad H ATP sintasa 6/14 Hidrdlisis de ATP acoplada a
vacuolar , putativa transporte de protones

BIN330 Proteina rica en Serina- 6/11 Componente integral de
treonina-isoleucina, putativa membrana

C4aLuU31 Tioredoxina, putativa 4/8 Homeostasis celular redox

caLuQ2 Glucosidasa, putativa 3/6 Procesos metabdlicos de

carbohidratos
CALTTO Proteinasa de cisteina, 3/6 Actividad peptidasa tipo-
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CALTV9

C4LV34

CALT65

C4M916

C4LX23

cAM6MO

CcamM741

Quistes

C4M4Q8

Cc4M6B9

BING624

C4M820
CAMBES

CAM1F3

Cam977

CALW71

C4LX70

CAM4WS5

CALYBY

CAM2G7

BIN3D1

BOU2P3

C4LV85

putativa

Proteina no-caracterizada
Putativa

Proteina no-caracterizada
Putativa

Proteina de choque térmico
de 70, putativa

Copina, putativa

Proteina con dominio de Rho
GAP

Proteina no-caracterizada
Putativa

Cortexillina, putativa

Factor de transcripcion
nuclear, putativa

Proteina no-caracterizada
Putativa

Fosfotransferasa
Aminoglicosida 3'-, putativa
Alkil sulfatasa, putativa
Proteina no-caracterizada
Putativa

Proteina no-caracterizada
Putativa

Proteina no-caracterizada
Putativa

Proteina de reparacién DNA
mismatch PMS1, putativa
Proteina no-caracterizada
Putativa

Proteina no-caracterizada
Putativa

Proteina no-caracterizada
Putativa

Proteina no-caracterizada
Putativa

Proteina Tirosina-cinasa 2,
putativa

Polimerasa Organelar DNA de
1

Proteina Centromérica E,
putativa

Funcion molecular mostrada en letra cursiva
Funcidn bioldgica mostrada en letras resaltadas

Funcién desconocida: Funcién desconocida en E. histolytica

3/5
2/5
1/4
2/4
2/4
1/4

2/4

1/29
1/23
4/16

1/15
2/12

1/11
1/11
1/7
1/5
1/5
1/4
1/4
1/3
2/3

2/3

cisteina
Funcion desconocida

Funcion desconocida
Respuesta a estrés

Proteina de union a membrane
dependiente de calcio
Transduccion de seiales
Transduccién mediada por

sefnal de GTPasa pequeiia
Citocinesis

Unién a DNA secuencia-
especifica
Union a RNA

Respuesta a antibiotico

Actividad de alkil sulfatasa
Funcion desconocida

Funcion desconocida
Procesamiento de RNAr
Reparacion mismatch

Via de reparacion de
rompimiento de doble cadena
Funcion desconocida

Funcion desconocida
Actividad de hidrolasa fosférica
éster

Union a ATP

Replicacion del DNA

Proteina motor tipo-kinesina



8.- Clasificacion funcional de las proteinas identificadas en trofozoitos, quistes y ETQ

Para realizar la clasificacion funcional de las proteinas identificadas en el estudio se utilizd
el software DAVID. Todas las proteinas fueron agrupadas en una clasificacion funcional,
sin embargo, aqui se muestran las 20 clasificaciones con mas proteinas agrupadas (Figura
15). Las proteinas de trofozoitos fueron clasificadas principalmente en los grupos de
traduccién (40%), Protedlisis (15%), Fosforilacion (12%) y Transduccidn de sefiales y

procesos de activacion de aminodcidos (10%) (Figura 15, barras blancas).

Las proteinas de ETQ mostraron una distribucidon en la clasificacion de sus proteinas
similar a la de trofozoitos con los grupos de traduccién, protedlisis y sefial de transduccién
gue agrupd cerca del 50% de las proteinas con porcentajes similares observados en los
trofozoitos (Figura 15, barras grises). Finalmente, el 60% de las proteinas de los quistes se
clasificaron en los grupos de Fosforilacién, transduccion de senales y organelos de

membrana no delimitada (Figura 15, barras negras).
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Activacién de aminoacidos
tRNA aminoacilacion para

Figura 15.- Clasificacion funcional de las proteinas identificadas en trofozoitos, ETQ y quistes de Entamoeba
histolytica. La clasificacion se realizd con el software DAVID. De todas las clasificaciones se seleccionaron las 20 con
mayor nimero de proteinas agrupadas.
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Se realiz6 un diagrama de Venn para comparar las proteinas identificadas en las 3
muestras. También se realizé6 un diagrama de Venn para comparar las categorias
funcionales de las proteinas. En total 12 categorias funcionales se compartieron en las 3
muestras, incluidas el metabolismo, transporte y procesos de localizacién. Los trofozoitos
y los quistes compartieron 3 categorias funcionales, mientras que los trofozoitos y las ETQ
compartieron 8 categorias funcionales. Es importante mencionar que los ETQ y los quistes
no compartieron ninguna categoria funcional. Ademas los trofozoitos, las ETQ y los quistes

tuvieron 8, 1y 11 categorias Unicas, respectivamente (Figura 16).

Cadena respiratoria de transporte de electrones
Generacion de precursores de metabolitos y energia
Procesos metabdlicos de monosacdridos
Plegamiento de proteinas
Proteolisis
Procesos metabdlicos celulares de aminodcidos
Procesos metabdlicos de compuestos de azufre Procesos metabolicos de carbohidratos
Citocinesis
Regulacion de la traduccién
Complejo de ensamblaje de proteinas
Complejo de biogénesis de proteinas
Biogénesis de componentes celulares
Procesos biosintéticos
Procesos bioldgicos de regulacién

Trofozoito o .
Endocitosis mediada por receptor

Movimiento de componentes celulares
Organizacion de componentes celulares
Regulacion biologica

Endocitosis
Proteinas de procesos metabdlicos
Quiste Transporte mediado por vesiculas
Procesos metabdlicos
Organizacion de componentes celulares o biogénesis
Transporte intracelular de proteinas
Transporte
Localizacion
Transporte de proteinas
Procesos celulares
No-clasificadas

Fagocitosis

Procesos metabdlicos de acidos grasos
Organizacion de organelos

Regulacion de funcién molecular
Regulacion de actividad catalitica
Comunicacién celular

Proceso metabdlico de compuestos que contienen fosfato
Respuesta a estimulos

Respuesta a estrés

Ciclo celular

Proceso metahdlico de compuestos que contienen nucleobase

Figura 16.- Comparacién de las categorias funcionales de trofozoitos, ETQ y quistes de E. histolytica. Se
realizé un diagrama de Venn para comparar las categorias funcionales identificadas en cada muestra.
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9.- Validacion de proteinas identificadas en el estudio proteémico por RT-PCR

Con el objetivo de validad los resultados obtenidos por espectrometria de masas, se
seleccionaron 5 proteinas. Tres de éstas identificadas con menos abundancia en ETQ con
respecto a trofozoitos (enzima malica, Fructosa 1,6-bisfosfato aldolasa y Gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH)) y dos proteinas identificadas mds abundantes en ETQ
que en trofozoitos (Peroxiredoxina, asociada a estrés oxidativo, y la lectina Gal/GalNac,
asociada a enquistamiento). En concordancia con los datos protedmicos obtenidos, el RT-
PCR mostrd que en las ETQ no se observé el RNAm de la enzima malica y la Fructosa 1, 6-
bisfosfato aldolasa, mientras que en trofozoitos ambas fueron claramente detectadas. Por
otro lado, la GAPDH no mostré diferencias de expresion entre trofozoitos y ETQ (Figura

17).

Por otro lado, la expresidn de la Peroxiredoxina se observé en ETQ pero no en trofozoitos,
mientras que la Lectina Gal/GalNAc se identifico la expresidon en ambas, pero en ETQ se
observé incrementada al doble de trofozoitos. De acuerdo a estudios previos, el factor de
ribosilacién dependiente de ADP, usado como control interno en los RT-PCR, se expresd
de manera consistente en ambas muestras (Figura 17). Desafortunadamente, no logramos
amplificar el RNA de quistes de ninguna de las 5 que se eligieron ni del control interno. Sin
embargo, si logramos amplificar los genes ribosomales en la muestra, por lo que
suponemos que el RNA estaba intacto y no se degradd. Aunque la verdadera razon por la
cual el RNA de quiste no amplificé es desconocida. Consideramos que la baja cantidad de
RNAm vy la baja actividad metabdlica del estadio de quiste no permitieron que se

detectaran estos mensajeros.
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T ETQ T ETQ

Enzima malica Gal/Gal NAc

F1-6BA Peroxiredoxina
GADPH, ARF
putativa

T
HAH

Figura 17.- Expresidon de los RNA m de 5 proteinas seleccionadas para su validacion por RT-PCR. Se
realizaron RT-PCR para validar 5 proteinas seleccionadas del estudio proteédmico. Se realizd el
disefio de los oligonucledtidos y se realizaron RT-PCR (ver materiales y métodos). F1-6BA= Fructosa
1,6-Bisfosfato aldolasa, GADPH = Gliceraldehido 3 fosfato-deshidrogenasa y ARF= Factor de
ribosilacion dependiente de ATP.

10.- Identificacion de RNAm de proteinas que forman la pared del quiste en ETQ

Debido a que por LC MS/MS no logramos identificar proteinas que forman la pared del
quiste. Decidimos buscar a los mensajeros de éstas para conocer su expresion. La razén
principal para realizarlo fue que en primer lugar las ETQ obtenidas en nuestro laboratorio
comparten caracteristicas morfoldgicas con los quistes, incluida la forma redonda la
multinucleacién, pero también comparten la presencia de una pared de quitina y la
sobreexpresién de la glucosamina 6-fosfato isomerasa, primera enzima en la via de
sintesis de la quitina. Aunque la subunidad de la lectina de 170 kDa si fue identificada en
nuestro estudio, otras proteinas como las proteinas Jessie 1, 2 y 3; la proteina Jacob y la
Chitin sintasa no fueron encontradas. Estas 5 fueron seleccionadas para su busqueda a

nivel de mensajero por RT-PCR. El gen de ARF fue utilizado como control de carga y los
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trofozoitos como control negativo. Desafortunadamente por las razones mencionadas

arriba los quistes no pudieron utilizarse como control positivo (Figura 18).

MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1500

600

\ J\ J\ ) \ ) \ ) \ )

Y Y Y Y Y Y
J1 J2 J3 Jacob CS ARF

Figura 18.- Transcritos de RT-PCR que codifican para proteinas de la pared del quiste en
trofozoitos y ETQ. EI RNA fue aislado de trofozoitos y ETQ de 4h. Jessie 1 (J1), Jessie 2 (J2), Jessie 3
(J3), Proteina Jacob, Chitin sintasa (CS), ARF, Factor de ribosilacion dependiente de ADP. Los
numeros impares son muestras de trofozoitos, los nimeros pares son muestras de ETQ

11.- Identificacion de la proteina Jacob en ETQ

La proteina Jacob ha sido previamente reportada en quiste de E. histolytica (Ali IK y cols.
2015). Como se menciond ésta proteina no fue identificada en el estudio proteémico que
realizamos por lo que decidimos realizar ensayos de Western Blot e inmunofluorescencia.
El resultado del Western Blot mostrd una Unica banda de aproximadamente 32 kDa en
ETQ, mientras que una Unica banda en extractos de quistes de aproximadamente 62kDa.

En el extracto de trofozoitos no se detecté ninguna banda (Figura 19).
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La diferencia entre las bandas puede ser debida isoformas de la proteina Jacob, la cual ha
sido reportada como altamente polimérfica entre cultivos de amibas y aislados clinicos,
también se ha observado que presenta multiples modificaciones pos-traduccionales (Van
Dellen KL y cols 2006; Ghosh SK y cols. 2010). Por otro lado, la proteina Jacob también fue
detectado tanto en quistes como en ETQ por inmunofluorescencia, aunque en ETQ se
observé con menor intensidad que en quistes. Esto sugiere que Jacob se expresa como

una isoforma diferente entre quistes y ETQ (Figura 19).

A) MP T ETQ Q T ETQ Q

62—> $ol —
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»
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S~ —— —

Quiste ETQ

B)

Figura 19.- Identificacién de la proteina Jacob en ETQ y quistes. La identificacidn se realizdé por Western Blot e
inmunofluorescencia. A) 15 ug de proteina se resolvié en un gel de poliacrilamida al 12% y se transfirié a una
membrana de PVDF. El anticuerpo primario se usé 1:1000 y el secundario acoplado a HRP se usé 1:50,000. Se
observan bandas Unicas a 32 y 62 kDa. En ETQ y quistes, respectivamente. T= Trofozoito, ETQ= Estructura
Tipo-Quiste y Q= Quistes. B) Se observa por inmunofluorescencia la presencia de la proteina Jacob en quistes
y ETQ. El anticuerpo secundario se encontraba acoplado a FITC. Los anticuerpos se utilizaron a 1:200.
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12.- Analisis comparativo con el proteoma publicado de quistes

En 2012, Ali IK y cols, publicaron el primer proteoma de quistes de pacientes de la India.
Debido a que no existen trabajos de este estadio decidimos comparar los resultados que
se obtuvieron en ese estudio con los obtenidos en nuestro anadlisis. En cuanto al niumero
de proteinas identificadas los nimeros son similares 417 proteinas que ellos identificaron
contra 411 proteinas que nosotros identificamos. Sin embargo, al comparar ambos
conjuntos de proteinas fue interesante descubrir que sélo compartieron 16 proteinas

(Tabla 4).

Para estas 16 proteinas se investigd su localizacidon subcelular in silico, utilizando el
programa CELLO v2.5 (Yu CS y cols., 2004, 2006). También se identificd su porcentaje de
antigenicidad de acuerdo a la secuencia de aminoacidos de cada proteina empleando la

escala de antigenicidad (Kolaskar As y Tongaonkar PC, 1990).

Los resultados obtenidos indican que 9 proteinas presentaron localizacién nuclear, 3
proteinas localizadas en citoplasma, 2 proteinas en membrana plasmatica y dos con
localizacion tanto nuclear como en membrana plasmatica. Interesantemente, 3 de las 4
proteinas que presentaron localizacién en membrana plasmatica mostraron un valor de
antigenicidad de >60% y dos de estas tienen regiones transmembranales. Estas proteinas
pueden considerarse con importancia para el diagndstico que podria comprobarse con

estudios posteriores (Tabla 5).
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Tabla 6.- Proteinas identificadas como compartidas en ambos estudios

Nombre del gen

EH_113570
EH_056650
EH_103530

EH_110170

EH_086140

EH_094140

EH_004750

EH_134750

EH_152390

EH_164910

EH_010740
EH_031640

EH_123250

EH_146970

EH_148300

EH_193490

ID de Uniprot
C4M9W2
C4M9TO
c4aLvi7

C4LU71

C4M369

C4LYK1

C4M071

Cc4amMo024

C4LSS6

C4aM1Y4

c4LYw1
C4MBA2

C4AMALS

C4M8s8

C4LTOO

c4M4av1

Nombre

Proteina tipo-kinesina
Protein fosfatasa
Serina/treonina-
DNA primasa
Proteina Ubiquitina
que tiene dominio de
hidrolasa carboxilo-
terminal

Factor de intercambio
de nucledtido Ras
guanina, putativa

Proteina activadora de
GTPase Rab, putativa
Proteina de
reconocimiento de
sefial de particulas
SRP54, putativa

Proteina con dominio
de protein tirosina

Proteina con dominio
de proteina cinasa
Proteina cinasa
Serina/treonina,
putativa

Proteina no-
caracterizada Putativa
Proteina no-
caracterizada Putativa
Proteina no-
caracterizada Putativa

Proteina no-
caracterizada Putativa

Proteina no-
caracterizada Putativa
Proteina Haloacida
con dominio tipo-
dehalogenasa

Localizacion
Sucelular
Nuclear
Membrana
Plasmatica
Nuclear

Nuclear

Membrana
Plasmatica

Nuclear

Citoplasma

Membrana
Plasmaticay
Nuclear

Nuclear

Nuclear

Nuclear
Citoplasma

Nuclear

Membrana
Plasmaticay
Nuclear

Nuclear

Citoplasma

% Antigenicidad
43.17
57.17
56.31

53.38

63.52

63.29

42.0

61.6

63.68

50.34

56.91
54.2

33.7

63.58

48.65

56.19

Las proteinas resaltadas en negrita tienen el mayor % de antigenicidad

Ademas de los analisis que se realizaron con las proteinas anotadas, un 40% de las

proteinas fueron clasificadas como hipotéticas. Con la intencién de buscar las posibles
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funciones biolégicas o moleculares de estas proteinas realizamos un estudio in silico
utilizando la prueba bioinformdatica Argot 2 (Fontana P y cols., 2009; Falda M y cols., 2012;
Radivojac P y cols., 2013). Aunque se obtuvieron muchas posibles funciones para las
proteinas hipotéticas, en la Tabla 7, se resumen las funciones biolégicas y moleculares que

agruparon 3 o mas proteinas.

Tabla 7.- Posibles funciones bioldgicas y moleculares de proteinas hipotéticas identificadas con
Argot 2

Procesos Bioldgicos para proteinas Procesos Moleculares para proteinas
hipotéticas hipotéticas
Procesos Metabdlicos Actividad de hidrolasa
Regulacién positive de actividad de GTPasa Unidn a ATP
Seial de transducciéon mediada por GTPasa Unién a DNA
pequeia
Fosforilacién Actividad de factor de intercambio de

nucleétido Guanil

Ensamblaje del nucleosoma Unidn al ion Zinc

Fosforilacién de proteinas Unidn a los iones metdlicos

Sefial de transduccién Actividad de Transferasa, transfiriendo grupos
fosforo

Reparacién de rompimiento de doble cadena Actividad de cinasa

Procesamiento de RNAr Unidn a acidos nucleicos

Unidn a nucledtidos
Proteina con actividad de serina/treonina
Unién a RNA

Actividad de Transferasa
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Objetivo 3.- Comparacién protedmica de ETQ obtenidas a distintos tiempos de
induccion

13.- Analisis protedmico comparativo de la inducciéon de ETQ (1, 2,4y 6 h)

Con la finalidad de observar los cambios proteédmicos durante el tiempo de induccién de
los trofozoitos a ETQ, se realizé un estudio comparativo de las proteinas en los tiempos 1,
2, 4 y 6 h. Las bandas con los extractos totales de cada proteina se enviaron a los
laboratorios  protedmicos de la universidad de Yale, New Heaven
(https://medicine.yale.edu/keck/proteomics/). Se identificaron 524 proteinas, 515
proteinas, 530 proteinas y 536 proteinas, en los tiempos 1, 2, 4 y 6 h, respectivamente.
Aunque el numero de proteinas fue constante entre los tiempos, si se observaron
diferencias respecto a las proteinas compartidas y las proteinas Unicas entre los tiempos

(Figura 20).

38

Figura 20.- Comparacién de proteinas entre los 4 tiempos de induccidn de las ETQ. Se realizd6 un estudio

protedmico comparativo entre los tiempos 1,2 4 y 6 horas. En la figura se observan los sobrelapamientos que

representan a las proteinas compartidas entre los diferentes tiempos analizados. ETQ= Estructuras Tipo Quiste.
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Para realizar la comparacion de proteinas de los 4 conjuntos de proteinas, se utilizo el
software Bioinformatics and Evolutionary Genomics, para generar un diagrama de Venn.
Un total de 194 proteinas se compartieron entre los 4 tiempos, 35 de estas proteinas son
hipotéticas. Dentro de las proteinas compartidas se encuentran proteinas de
metabolismo, de sintesis de proteinas, sefalizacion celular, transduccidon de sefales y
proteinas asociadas a respuesta a estrés oxidativo (Figura 20). La lista completa de las 194

se encuentra en el anexo 1.

El niumero de proteinas diferentes en los 4 tiempos fue de 999. Las proteinas Unicas en
cada tiempo (1, 2, 4 y 6 horas) fueron 89, 109, 102 y 138, respectivamente. Es
interesante observar como el nimero de proteinas Unicas va aumentado del tiempo 1 h al

de las 6 horas (Ver anexo 1).

Se compararon las 15 proteinas mds abundantes de cada tiempo, para determinar el
cambio en la abundancia relativa de proteinas, es decir cudles proteinas aumentaban su
abundancia y cuales disminuian. Las principales diferencias se observaron en proteinas de
metabolismo y asociadas a estrés oxidativo (Tabla 8). La abundancia relativa de las
proteinas se determind con el software MASCOT, el cual es mostrado como el valor

Empai.
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Tabla 8.- Las 15 proteinas mas abundantes de cada tiempo

Proteinas mas abundantes de ETQ a 1h

ID Proteina Nombre de la proteina

M2R6E8 Actina 2, putativa

SOAXWO Actina

SOAV15 Actina, putativa

C4LVR9 Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, putativa
Q24801 Piruvato fosfato dikinasa

SOAYYO Factor de elongacion alfa 1

Q7JN53 Ubiquitina

cam213 Malato deshidrogenasa, putativa
P31018 Factor de elongacion alfa 1

c4LumM3 Alcohol deshidrogenasa dependiente de NADPH

Q8MTW2 Fructosa 1,6 Bisfosfato aldolasa, putativa

C4aM230 Alcohol deshidrogenasa, putativa
c4amM192 Fosfoglicerato cinasa, putativa
caLuQ9 Calmodulina, putativa

002611 Triosa fosfato isomerasa

PM

7081

41931

41962

35991

97836

48490

7845

40418

47234

39190

35806

95511

44837

17400
27952

% Cobertura

64.7

72.1

62.8

63.8

54.6

46.4

64.3

37.5

46.7

57.1

49.4

51.6

40.2

54.9
49.4

Empai
135.78
30.45
16.7
8.9
6.6
493
4.09
4.05
3.63

3.45

3.21
3.14
2.99

2.86
2.83
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Proteinas mas abundantes de ETQ a 2h

ID Proteina Nombre de la Proteina PM % Cobertura Empai
M2R6E8 Actina2,putativa 7081 64.7 54.93
AOAO60N6N9 Actina, putativa 42045 72.9 16.57
SOAV75 Actina ,putativa 42022 66 12.74
M2S7R7 Alkil hidroperdéxido reductasa putativa 9050 54.3 11.11
SOAV15 Actina, putativa 41962 62.2 9.82
AOAO060N580 Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa putativa 36019 61.7 8
Q24801 Piruvato fosfato dikinasa 97836 57.9 6.6
SOAVT2 Actina, putativa 42255 62.2 6.07
CAMAC9 Factor de elongacion alfa 1 48391 40 4.16
P31018 Factor de elongacion alfa 1 47234 43.7 3.63
C4aM230 Alcohol deshidrogenasa, putativa 95511 57.1 3.45
015729 Ciclofilina 18127 38.3 3.43
SOAWO06 Enolasa putativa 47357 52.1 2.99
CaLz42 Proteina ribosomal 40Sr18,putativa 17651 41.9 2.8
SO0AUQ3 Fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa, putativa 36151 51.2 2.78

72



Proteinas mas abundantes de ETQ a 4h

ID Proteina

M2R6ES8
SOAUT4
SOAV15

C4LYM3

AOA060N580

Q24801

015729

Q8MTW2

SOAXT3
camez7
C4M230

AOA060N6J4

P49230

CAM7N8

C4MAC9

Nombre de la proteina

Actina 2,putativa
Actina ,putativa
Actina, putativa

Proteina hipotética

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa putativa

Piruvato fosfato dikinasa

Ciclofilina
Fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa, putativa

Alcohol deshidrogenasa dependiente de NADPH
Triosa fosfato isomerasa
Alcohol deshidrogenasa, putativa

Fosfoglicerato cinasa, putativa

Profilina

Proteina ribosomal 40Sr 17,putativa

Factor de elongacidn alfa 1

PM

7081

42031
41962
15150

36019

97836

18127

35806

39164
28081
95511

44721

13228

13596

48391

% Cobertura Empai

64.7
63.3
54

37.8

61.7

53.2

46.7

58.6

55.5
59.4
53.6

46.7

20.8

53

40

135.78
27.72
15.31

10.42

5.75

5.59

5.43

4.61

4.3
3.86
3.79

3.67

3.52

3.36

3.17
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Proteinas mas abundantes de ETQ a 6h

ID Proteina

M2R6ES8
SOAXWO

SO0AV15

AOAO060N580
Q24801
Q24841
SOAW06
P42650

P19476
Q8MTW2
C4LvG4
002611

015729

CAMACS

M7WPS1

Nombre de la proteina

Actina 2, putativa

Actina

Actina, putativa

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
putativa

Piruvato fosfato dikinasa

Antigeno M 30,000

Enolasa, putativa

Proteina 14-3-3-3, parcial

Proteina periférica de membrana
fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa, putativa
Actoporina, putativa

Triosa fosfato isomerasa

Ciclofilina

Factor de elongacion alfa 1

PM

7081
41931

41962

36019
97836
24437
47357
27038

31148
35806
15692
27952

18127

48391

Alcohol deshidrogenasa dependiente de NADPH 95539

% Cobertura Empai

64.7
65.4

61.7

66.2
54.2
44

58.9
55.1

36.6
46.6
39.9
55.2

50.9

62.2

54.1

54.93
30.45

21.65

9.89
7.45
7.09
6.68

4.84

4.79
4.61
4.54
4.53

4.34

4.16

3.78

Proteinas resaltadas en negro son discutidas en el texto.

Para proteinas de metabolismo como la Gliceraldehido 3-Fosfato deshidrogenasa, putativa

(AOAO60N580) y la malato deshidrogenasa (C4M213), la abundancia relativa disminuye al

aumentar el tiempo de induccién. La proteina Enolasa (SOAWO06) tiene una abundancia

relativa mayor en los tiempos de 2h y 6h, aunque a 4h también estd presente no se

encuentra dentro de las 15 proteinas mas abundantes. En el caso de la enzima Piruvato

fosfato dikinasa (Q24801) la abundancia relativa de la proteina fluctué durante los 4

tiempos de induccidn, en el tiempo 1y 2 h se mantuvo igual en el tiempo de 4h disminuyd

y en el tiempo de 6 h aumentdé su abundancia. La actina (SOAXWO0) disminuyd su expresion
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del tiempo de 1h hasta las 4h y después aumenté. De manera interesante la proteina 14-
3-3-3 (P42650), que se ha asociado a diferenciaciéon aparecié dentro de las 15 mas

abundantes en el tiempo de 6h.

En general, observamos que muchas proteinas fluctian a lo largo de los tiempos de
induccion de diferente forma. Mientras algunas disminuyen, otras aumentan su
abundancia relativa durante esos tiempos, suponiendo la posibilidad de que participen
activamente en el proceso de diferenciacion del pardsito a ETQ. Estos resultados
complementan toda la evidencia que se ha encontrado con los estudios protedmicos

mostrados.

14.- Validacién de resultados protedmicos por RT-PCR de los tiempos de induccion de las

ETQ (1,2, 4y 6h)

Con la finalidad de validar los resultados obtenidos en el estudio protedmico de la
induccion de las ETQ en 4 tiempos, se seleccionaron 19 genes cuya expresion se evalud
por RT-PCR. Los oligonucledtidos utilizados en este estudio se encuentran en la tabla 9. Se
seleccionaron 3 proteinas asociadas a estrés oxidativo, 6 proteinas asociadas a
metabolismo, 3 enzimas de la via de quitina (la via en teoria tiene 5 pero un gen no se
encontrd en el genoma de en la amiba) y las 7 proteinas estadio-especificas en quistes

identificadas en el estudio anterior (objetivo 2).
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Tabla 9.- Oligonucledtidos utilizados en la validacién de 19 genes en el estudio de Induccién de las

ETQ.

Proteina Oligonucleétido Forward/ T M Tamaiio del
Oligonucleétido Reverse (°C) amplificado

(pb)

gi| 183231176 Enolasa, putativa 5’ATGTCAATTCAAAAGGTTCATGC 3’ 62 400
5" AGCAGTTGAATTTCTCCAGTTC 3’

gi| 183232198 Fosfoglicerato cinasa, 5’ ATGGGATTTACTAAAAAGAGTC 3’ 59 1,200

putativa 5’ TTCAGCATCATCAAGGTTAGC 3’

gi| 183231505 Gliceraldehido-3-fosfato 5" ATGTCAATTAAGGTCGGTATTA 3’ 1,000

deshidrogenasa, putativa 5" ATGAACTTTAGAAATGATTTGGA 3’ 58

gi| 67469316 DNA mismatch repair 5’ ATGACTACAATTCATATTATGG 3’ 300

protein PMS1, putative 5 CTTTGTTTC GCAATTTCA 3’ 56

gi|67474796 Proteina de choque 5’ ATGGGAAATAGAAAAGATCAATC 3’ 2,000

térmico de 90 kDa, putativa 5’ ATCAACTTCTTCCATCTTTGAAT 3’ 60

gi| 183236093 Peroxiredoxina 5" ATGTCTTGCAATCAACAAAAAG 3’ 58 700
5" TCTTGTTTGTTTTAATGTTGTTAA 3’

gi| 183231170 Fructosa-1,6-bisfosfato 5’ ATGGCTGCTAAGACTGTTAAC 3’ 1,000

aldolasa, putativa 5’ ATACCATGATTTTCCTGCTGAG 3’ 61

gi|67477033 Proteina de choque 5" ATGAGTTTACAAGAATTAAAAG 3’ 54 2,000

térmico de 70, putativa 5" TTCAGAATTTTTGATGTAAGG 3’

gi|67465032 Glucosamina 6-fosfato 5" ATGACCAGTATTTGTTCTGT 3’ 470

N-acetiltransferasa, putativa 5 TTTATTAAAGTAAATAGCCATAC 3 55

gi|67479968 UDP-N-acetilglucosamina 5° ATGACTTATCAACCAGTTGA 3 1,200

pirofosforilasa, putativa 5 CTGAAGAATAAAAGGAAGTTG 3’ 55

gi| 183233197 Factor de transcripcion 5 ATGTTTAGTGCTTCTGACAC 3’ 56 450

nuclear, putativa 5’ ACATGGAGGTTGAGGTGG 3’

gi|67466584Proteina hipotética 1, 5’ ATGACAAACAACTCCATCAGTA 3’ 60 1,400

conservada 5" ATTTAAAACTTTCTTTGGTTTTTTC 3’

gi|67477700 Proteina hipotética 2 5’ ATGAGCGAACAAGAAGTTTTG 3’ 58 1,900
5’ CATTAATGCATCAACAGATGAA 3’

gi|67475221 glucosamina-6-fosfato 5" ATGTCATCCACAAACGAAAATA 3’ 58 700

isomerasa, putativa 5’ AATAGACATGGATTTATCATATC 3’

gi| 67470373 alkil sulfatasa, putativa 5’ ATGGCAAGTCAATTTACTTG 3’ 54 800
5 GTTATTTGGTTCTATAAGAGT 3’

gi| 183235967 protein hipotética 3 5’ ATGAATATTGTATTACTTCTATT 3’ 54 900
5’ GAGAATTATCATCATTATTCC 3’

gi| 67464744 Proteina hipotética 4 5’ ATGACTACAATCAAAGAAATG 3’ 54 900
5’ ACACCATTGCACTGCTATT 3’
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gi| 183230162 Enzima malica

w

" ATGGCACAATTAAAAGCAG 3’ 52 1500
" TTTTCCAGTGACTTTGTTAA 3’

v

gi|67481663 Subunidad pesada de la 5 ATGAAATTATTATTATTAAATATC 3’ 52 700
lectina Gal/GalNAc " TCCATTGTAAGTAGCTGC 3’

v

14.1.- Proteinas asociadas a estrés oxidativo

En total fueron seleccionadas 3 proteinas asociadas a estrés oxidativo, las proteinas de
choque térmico de 70 y 90 kDa y la peroxiredoxina (gi|67477033, gi|67474796,
gi|183236093). Se compard la presencia de las proteinas entre los 4 tiempos y la

expresion del RNAm.

Se identific6 un aumento en la expresiéon del mensajero de las proteinas de choque
térmico 70 y 90 a la hora, comparado con el control, consistente con el aumento en la
presencia de la proteina en ese tiempo. En los otros tiempos no se observa expresion del
mensajero y a nivel de proteina se observa un aumento de la HSP70 y una disminucion de
la HS90, lo que sugiere que esas proteinas se expresan rapidamente como consecuencia
del estrés por el perdxido de hidrégeno, manteniéndose la HSP70. En el caso de la
peroxiredoxina se observa un aumento en la expresion del mensajero tiempo-
dependiente que se manifiesta a nivel de proteina sélo claramente a las 6h comparado
con los otros tiempos. Al contrario de las HSPs y de la peroxiredoxina, la tioredoxina no
mostré cambios en abundancia de proteina durante los 4 tiempos analizados. Aunque

esta enzima no se analizé a nivel de mensajero (Figura 21).
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Figura 21.- Comparacion a nivel de proteina de expresion de proteinas asociadas a estrés oxidativo durante la induccidn de
ETQ (1h, 2h, 4h, 6h). A) Se observa la comparacién en la abundancia relativa de las proteinas durante el tiempo de
induccion. B) Se observa la expresion del RNAm de las proteinas seleccionadas. Como control de carga se utilizé al ARF. T=
Trofozoitos, E1: ETQ 1hora, E2: ETQ 2horas, E4: ETQ 4horas, E6: ETQ 6 horas. HSP90: Proteina de choque térmico de 90kD,
HSP70: Proteina de choque térmico de 70kD, PRX: Peroxiredoxina, ARF: Factor de Ribosilacidn.
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14.2.- Proteinas asociadas a metabolismo

De las proteinas de metabolismo identificadas en el estudio, 6 fueron seleccionadas para
realizar los ensayos de validacién por RT-PCR. Las proteinas seleccionadas fueron la
Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, el fragmento de LC-3 de la lectina Gal /Gal NAC,
la fructosa 1,6-Bisfofato aldolasa, la Fosfoglicerato cinasa, la enzima malica y la Enolasa
(gi167481663, gi| 183231170, gi|183232198, gi|183230162, gi| 183231176,

respectivamente).

En cuanto a la proteina Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa disminuyé su abundancia
relativa del tiempo de 1 h hasta 4 h y a las 6 h aumenté mas que el tiempo de 1 h. El
fragmento de la Gal/Gal NAc no mostré diferencias entre los tiempos pero si una
tendencia a disminuir su abundancia al paso del tiempo. Las proteinas Fructosa 1,6
bisfosfato aldolasa y la Fosfoglicerato cinasa mostraron una tendencia a incrementar con
el paso del tiempo, a pesar de una leve disminucién al tiempo de 2h y luego un aumento
en los tiempos de 4 y 6h. Los datos de GADPH, Gal/Gal NAc y F1,6BA correlacionan con los
resultados de los RT-PCR (Figura 22). Sin embargo, en el caso de la Fosfoglicerato cinasa se
observé un claro aumento del mensajero a la hora y luego cayé totalmente para volver a
expresarse moderadamente a las 6 h, a diferencia de la proteina que mostré aumento en

la abundancia a las 4 h (Figura 22).

Por otro lado, la enzima malica aumentd a las 2h y ya no fue detectada a las 4 y 6 h,
mientras que el mensajero disminuyd a 1y 2 h con respecto a los trofozoitos, para luego
aumentar por encima de éstos a las 4 y 6 h. De manera interesante la Enolasa presentd un
aumento tiempo-dependiente en la abundancia de la proteina que correlaciona sdélo con
el aumento en la expresion del mensajero evidente a las 4 y 6h de induccion de las ETQ.

Estos resultados suman evidencia a todo lo ya descrito (Figura 22).
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Figura 22.- Comparacion a nivel de proteina de expresién de proteinas asociadas a estrés oxidativo durante la induccion de
ETQ (1h, 2h, 4h, 6h). A) Se observa la comparacion en la abundancia relativa de las proteinas durante el tiempo de
induccion. B) Se observa la expresion del RNAm durante la induccién de las ETQ. El RNA de trofozoitos y ETQ fue extraido
con el kit Direct-zol RNA Miniprep. Se utilizaron 300ng para reacciones de 25ul. T= Trofozoitos, E1: ETQ 1lhora, E2: ETQ
2horas, E4: ETQ 4horas, E6: ETQ 6 horas., GADPH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, Gal/GalNAc: Fragmento LC3 de

la lectina Gal/Gal Nac, F1-6BA: Fructosa- 1,6 Bisfosfato aldolasa, FGK: Fosfoglicerato cinasa, ARF: Factor de Ribosilacion.
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14.3.- Proteinas asociadas a la via de sintesis de la quitina

En el caso de las proteinas asociadas a la via de sintesis de la quitina se eligieron 3 de las 5
de la via. De las 2 que no se seleccionaron una no se encuentra en el genoma de E.
histolytica. Las enzimas seleccionadas fueron la glucosamina 6 fosfato isomerasa, la
glucosamina 6-fosfato N-acetiltransferasa y la UDP N-acetil glucosamina pirofosforilasa

(gi|67475221, gi| 67465032, gi| 67479968, respectivamente).

La glucosamina 6 fosfato isomerasa tiene una abundancia y expresién de mensajero dosis
dependiente y que correlacionan claramente. Aunque parece que a las 2 horas disminuye
su abundancia y expresion, ésta aumenta el doble en los tiempos de 4 y 6 h comparado
con el de 1 h (Figura 23, barras azules). Este resultado correlaciona con el aumento en la
expresion de esta enzima previamente reportado para ETQ de 4h (Aguilar-Diaz y cols.,
2010). Por otro lado, la enzima glucosamina 6 fosfato N acetil Transferasa presenta una
abundancia relativa mayor en la primera hora y después ésta disminuye
considerablemente. En el caso de su mensajero parece que se expresa a las 2 h y
disminuye un poco a las 4h. No se detectd mensajero de G6PNA a 1y 6 h (Figura 23,

barras rojas).

Finalmente, para la enzima UDP N-acetil glucosamina pirofosforilasa parece que tanto la

abundancia de la proteina, como la expresién del mensajero disminuyen a lo largo de los

tiempos de induccion de las ETQ (Figura 23).
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Figura 23.- Comparacion a nivel de proteina de expresion de proteinas asociadas a estrés oxidativo durante la induccion
de ETQ (1h, 2h, 4h, 6h). A) Se observa la comparacidn en la abundancia relativa de las proteinas durante el tiempo de
induccion. B) Se observa la expresion del RNAm durante la induccién de las ETQ.
extraido con el kit Direct-zol RNA Miniprep. Se utilizaron 300ng para reacciones de 25pul. T= Trofozoitos, E1: ETQ lhora,
E2: ETQ 2horas, E4: ETQ 4horas, E6: ETQ 6 horas.G6Pi: Glucosamina 6 fosfato isomerasa, GBPNA: Glucosamina 6-fosfato

M Glucosamina 6-Fosfato isomerasa
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N-acetil Transferasa, UDPNAGP: N- acetil glucosamina pirofosforilasa, ARF: Factor de Ribosilacion.
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14.4.- Determinacion de la expresion del RNAm de proteinas estadio-especificas de
quistes

Previamente identificamos proteinas estadio-especificas en quistes que, ademas
mostraron la abundancia relativa mas alta. Nuestro objetivo fue identificar la expresion de
los mensajeros durante los tiempos de induccion de las ETQ. En total se seleccionaron 7
proteinas de quiste 4 con estatus de proteinas hipotéticas y 3 anotadas: la proteina de
reparacion mismatch, el Factor nuclear de transcripcion y la alkil sulfatasa (gi|67466584,
gi|67477700, gi|183235967, gi|67464744, gi|67469316, gi|183233197, gi|67470373,

respectivamente).

De las 4 proteinas hipotéticas exclusivas de quiste de acuerdo al analisis proteémico
previo, 3 no amplificaron en trofozoitos, lo que era de esperarse. Sin embargo, la proteina
hipotética 4 si se encontré expresada en trofozoito y la razén de esta incongruencia se
desconoce. Los resultados mostraron que el aumento en la expresidon de la proteina
hipotética 1 resultd tiempo dependiente. Para la proteina hipotética 2, la expresidn sdélo
se observo a los tiempos de 1y 2 h. La proteina hipotética 3 se expresd intensamente a la
hora de induccién de las ETQ, disminuyd hasta ser casi imperceptible alas 2 h y no se vio
expresion alas 4y 6 h. Por su parte, la proteina hipotética 4 que se expresa basalmente en
trofozoitos, dejo de expresarse a las 2 h de induccidn de las ETQ para luego regresar a los
niveles basales a las 2 h y después disminuir de nuevo su expresion a las 4 y 6 h (Figura

24).

Por otro lado, el mensajero de la proteina de reparacién mismatch (gi|67469316) sélo se
expreso a las 4h (Figura 24), el tiempo en el que se ha reportado que se obtiene el mayor
numero de ETQ después del tratamiento con perdxido de hidréogeno. En el caso del Factor
de transcripcidon nuclear, éste fue claramente detectado en trofozoitos, lo que no
correlaciona con la exclusiva identificacion de la proteina de quiste. En ETQ, NFT no se
expresd a las 2h de induccién, mientras que a las 4 h aumenté mucho su expresidn y

disminuyd a las 6 h a un nivel comparable con el tiempo de 1h de induccidon. Finalmente,
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la alkil sulfatasa mostré un comportamiento similar en la expresién de su mensajero a la

del Factor de transcripcion nuclear, aunque a diferencia del NTF, éste no se expresé en

trofozoitos (Figura 24).
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Figura 24.- Comparacion a nivel de proteina de expresidn de proteinas asociadas a estrés oxidativo durante la induccion
de ETQ (1h, 2h, 4h, 6h). A) Se observa la comparacion en la abundancia relativa de las proteinas durante el tiempo de
induccién. B) Se observa la expresion del RNAm durante la induccién de las ETQ. El RNA de trofozoitos y ETQ fue extraido
con el kit Direct-zol RNA Miniprep. Se utilizaron 300ng para reacciones de 25ul. T= Trofozoitos, E1: ETQ lhora, E2: ETQ
2horas, E4: ETQ 4horas, E6: ETQ 6 horas. HP1: Proteina hipotética 1 HP2: Proteina hipotética 2, HP3: Proteina hipotética 3,

Proteina hipotética 4, PMS1: Proteina de reparacion mismatch, NFT: Factor de transcripcion nuclear, AKS: Alkil sulfatasa,
ARF: Factor de Ribosilacion.
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VIII.- Discusion

La diferenciacidon es un proceso indispensable en el ciclo de vida de muchos parasitos, por
lo que, el mantenimiento de cultivos in vitro de las diferentes fases es indispensable para
realizar estudios de la biologia basica de los parasitos. En el caso de E. histolytica, el
proceso de enquistamiento no ha sido estudiado a detalle debido, en gran medida, a la
dificultad para tener un modelo de obtencidén y/o mantenimiento in vitro de los quistes.
Sélo los trofozoitos han sido mantenidos en cultivo en el laboratorio, razén por la cual la
mayoria de los trabajos émicos llevados a cabo en este pardsito se han realizado en el

estadio de trofozoito.

Este es el primer trabajo en el que se reporta un andlisis protedmico de una fase de
resistencia de E. histolytica obtenida in vitro (Estructuras Tipo Quiste o ETQ) vy
previamente reportada en nuestro grupo (Aguilar-Diaz H y cols., 2010). Ya que no existe
un método reproducible para lograr el enquistamiento de E. histolytica in vitro, hasta
ahora sélo se ha usado el parasito de reptiles Entamoeba invadens como un modelo para
inferir lo que ocurre en E. histolytica. Sin embargo, nosotros creemos que existen
diferencias no sdélo en los estimulos, sino también en cdmo se puede llevar a cabo la
diferenciacién de estos dos parasitos, diferencias que como ya se mencionaron arriba
también podrian involucrar al huésped, por lo que el estudio de las ETQ de E. histolytica
podrian arrojar informacién en el proceso de enquistamiento de la amiba humana. En el
presente trabajo, llevamos a cabo por primera vez un estudio dmico que incluyé una
comparacion de los perfiles de proteinas entre trofozoitos, quistes y ETQ de E. histolytica
utilizando LC-MS/MS, con la finalidad de determinar la verdadera naturaleza de las ETQ
(fase intermedia de enquistamiento o pseudoquiste). También se realizé el estudio del

perfil de proteinas de la induccidn de las ETQ a los tiempos de 1,2, 4 y 6 horas.
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Cuando se compararon los 3 proteomas obtenidos en general se observd que en los
trofozoitos se identificaron mas del doble de proteinas que en quistes y en ETQ. Estos
resultados son consistentes con lo que ya se sabe del trofozoito acerca de que es un
estadio metabdlicamente activo, a diferencia del quiste que es un estadio de latencia con
un metabolismo disminuido (Figura 13) (Ali IK y cols., 2012). El nimero de proteinas
compartidas entre las tres fases sélo fue de 74, algo de esperarse al comparar estadios tan
diferentes como lo es el de trofozoito y quiste. Sin embargo, fue interesante identificar
muchas mas proteinas compartidas entre los trofozoitos y las ETQ, que entre las ETQ y los
quistes (Figura 13). Asi, el estudio de correlacidon de todos los péptidos identificados en
cada muestra mostré que las fases que mas correlacidn tienen son los trofozoitos con las
ETQ, mientras que ambas estdn poco relacionadas con los quistes (Figura 14). En un
principio este resultado nos parecid sorpresivo, sin embargo, fue consistente con el
numero de proteinas identificadas como compartidas entre las 3 muestras. De entrada,
estos resultados sugieren que las ETQ, a pesar de ser una estructura de resistencia,
comparten la mayoria de sus proteinas con los trofozoitos y dista mucho de parecerse a

un quiste en su composicion proteica.

El analisis detallado del proteoma de cada muestra demostrd, sin embargo, que cada
estadio tiene sus particularidades. Asi, en los trofozoitos identificamos 1,029 proteinas, lo
gue equivale al 12% de los marcos de lectura abiertos (ORF) predichos en el genoma
disponible del parasito (MacFarlane RCy cols., 2005, 2006; Loftus B y cols., 2005; Lorenzi
HA y cols., 2010). De ese total, aproximadamente el 40% son proteinas asociadas a
traduccién. También las proteinas asociadas a protedlisis, fosforilaciéon y transduccion de
sefiales fueron identificadas dentro de las mas representativas. Dentro de las enzimas
asociadas a metabolismo se encontraron: la fructosa- 1,6-bisfosfato aldolasa, alcohol
deshidrogenasa dependiente de NADP-1, y la fosfoglicerato cinasa. Previamente, éstas
enzimas habian sido descritas como los spots mas prominentes en separacion de

proteinas de trofozoitos por 2-D (Leitsch D y cols., 2005y 2006).
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La actina fue identificada como una proteina compartida entre las tres muestras y con el
mayor numero de péptidos-hits, aunque en diferente abundancia; particularmente se
encontré disminuida en quistes y ETQ al compararla con los trofozoitos (Ver tablas 4 y 8).
De hecho se identificaron 24 diferentes proteinas de actina que estan como proteinas
anotadas, dieciocho de ellas como actinas putativas. Las 24 entradas para actina
corresponden a secuencias diferentes entre ellas en al menos 1 aminodcido. Este hallazgo
coincide con el realizado en un estudio del proteoma del trofozoito por 2-D, en donde el

spot de la actina resulté el mas prominente (Leitsch D y cols., 2005).

La actina junto con otras proteinas de citoesqueleto permite la motilidad del trofozoito, y
procesos de fagocitosis, pero también podria estar involucrada en procesos de rearreglos
del citoesqueleto y transporte de materiales hacia el exterior, lo que hablaria de su
participacidon en procesos de diferenciacidn, incluido el enquistamiento o la entrada a una

fase provisional de resistencia (Manning-Cela Ry cols., 1994; Mansuri MSy cols., 2014).

Estudios transcriptémicos han mostrado que los trofozoitos en condiciones de cultivo
expresan genes asociados a virulencia y a patogenicidad, asi como, proteinas asociadas a
transduccion de senales (Ehrenkaufer G y cols., 2007); ademas estudios protedmicos de
trofozoitos han identificaron proteinas asociadas a citoesqueleto, glicélisis, metabolismo
de glicogeno y proteinas asociadas a superficie. De igual forma, en nuestro estudio
identificamos proteinas de citoesqueleto (principalmente a la actina) y una variedad de
proteinas de metabolismo, incluidas las proteinas que participan en la via de glicélisis
(Biller Ly cols., 2014; Buss SN y cols., 2010; Tolstrup y cols., .2006,). Todos estos datos han
confirmado que el trofozoito es un estadio metabdlicamente activo. Interesantemente, en
cepas de E. histolytica se reportaron diferencias de expresidon en proteinas asociadas a
virulencia y patogenicidad como: la peroxiredoxina y la alcohol deshidrogenasa 3 (Davis y
cols., 2006 y 2009). En nuestro estudio, se identificaron a ambas proteinas presentes con
una abundancia diferente tanto en el estudio comparativo entre trofozoitos, quistes y

ETQ, como en el estudio protedmico de los tiempos de induccidn de las ETQ. Esto podria
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deberse, en el caso de la proteina peroxiredoxina, a que ésta proteina ademas de estar
involucrada en procesos de virulencia y patogenicidad, también estd asociada a la
respuesta a estrés oxidativo. Por tal razén, es indispensable que cambie su expresién
durante los tiempos de induccion de ETQ y posiblemente en la diferenciacién del parasito.
En el caso del alcohol deshidrogenasa, no se ha evaluado su participacion en el proceso de
diferenciacién y sélo se ha encontrado asociada a virulencia y patogenicidad por aumento

en su expresidn en cepas virulentas.

En el caso de los estudios protedmicos del quiste, existe sélo uno (Ali IK y cols., 2012),
ademas de la publicaciéon que se desprendié del trabajo de ésta tesis doctoral. Como se
describié en ese trabajo, cerca del 90% de las proteinas identificadas en extractos de
quiste semipurificados de materia fecal humana, son proteinas provenientes de otros
organismos (bacterias y células humanas principalmente; Ali IK y cols., 2012). En nuestro
estudio, obtuvimos cerca de 4,500 proteinas totales de la muestra de quiste, de las cuales
un poco menos del 10% fueron proteinas de quiste (datos no mostrados), lo que equivale
al mismo porcentaje identificado en el estudio previo (Luna-Nacar M y cols., 2016). Asi,
los resultados mostraron un numero similar de proteinas identificadas 411 en nuestro
estudio contra las 417 que ellos reportaron. Sin embargo, muy interesantemente, sélo 16
proteinas fueron compartidas entre ambos estudios, de las cuales, 4 mostraron un
porcentaje de antigenicidad mayor al 55%, por lo que podrian ser utilizadas como una
herramienta diagndstica basada en los quistes. Aunque fue inesperado que se
compartieran pocas proteinas, hay que tener en cuenta que sélo representan una minima
parte del proteoma total del quiste y que también esta diferencia puede deberse a un
factor muy importante que es el origen de la muestra. Los quistes vinieron de pacientes
de diferentes regiones geograficas del mundo (India y México), lo cual habla de posible
polimorfismo de las muestras y de la importancia que el huésped podria tener en la
expresion de proteinas en esta fase. Puesto que diferencias a nivel de RNAm se han
observado en trofozoitos de diferentes pacientes, consideramos que éste fendmeno

también sucede a nivel de proteinas con los quistes (MacFarlane RC y cols, 2005;
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MacFarlane RC y Singh U, 2006). A diferencia del estudio de Ali Ky cols., 2012 en el que,
las comparaciones del proteoma del quiste con proteinas de trofozoitos fueron hechas
contra proteomas de trofozoitos previamente reportados, nuestra comparacién fue
realizada con el proteoma de trofozoitos analizados en paralelo utilizando la misma
técnica y equipo. Ademdas nosotros incluimos el estudios proteédmico de las ETQ,

previamente reportadas por nuestro grupo de trabajo (Aguilar-Diaz H y cols. 2010).

Es de relevancia mencionar que previamente se habian reportado 195 proteinas
especificas del quiste, mientras que en este trabajo nosotros encontramos 299 proteinas
no compartidas con los trofozoitos ni con las ETQ, es decir son proteinas estadio-
especificas (Ali IK y cols., 2012; Luna-Nacar M y cols., 2016). También aqui se reportaron
por primera vez al menos 7 proteinas anotadas y 7 proteinas hipotéticas con la mayor
abundancia relativa (péptidos-hits) en quistes que podrian considerarse como blancos
terapéuticos (Tabla 5). El proteoma de quistes reportado aqui muestra que mas de la
mitad de las proteinas son hipotéticas lo que nos indica que el conocimiento en la biologia
del quiste de E. histolytica aun es incipiente. Dentro del proteoma del quiste de manera
general disminuyd el nimero de proteinas en todos los grupos funcionales (Figure 15).
Ademas del nimero de proteinas, el numero de péptidos-hits que identificaron a las
proteinas, también disminuyd. Este resultado es consistente con la disminucion en el
metabolismo general del organismo al entrar en un estadio de latencia, principalmente en
proteinas asociadas a metabolismo general y particularmente glicolitico y a proteinas de

citoesqueleto, como la actina (Ali IK y cols., 2012).

De manera interesante, nuestro estudio como los estudios mencionados arriba, identificd
un numero importante de proteinas hipotéticas de las cuales aun no se ha determinado su
posible funcion en el quiste o fases intermedias del pardsito. El estudio de las proteinas
hipotéticas podria representar una estrategia importante para descubrir proteinas
estadio-especificas que contribuyan a ampliar el conocimiento de las fases de los

organismos. En el presente estudio, un numero importante de proteinas hipotéticas
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fueron identificadas en el estadio de quiste y alguna de ellas ademas estadio-especificas,
éstas proteinas representan una oportunidad de estudio para entender la biologia de esta
fase, asi como un blanco molecular sobre el cual desarrollar moléculas anti-amibianas
basadas en el control del quiste, matando al parasito en este estadio o inhibiendo el
proceso de enquistamiento/desenquistamiento. Podemos resumir que el quiste es un
estadio con una disminucién general de la expresiéon de proteinas, sobre todo en
proteinas asociadas al metabolismo, asi como también de la abundancia de las mismas, lo
que concuerda con lo reportado en las fases latentes o no mdéviles de los organismos.
Ademas, es un estadio aun enigmatico, en el sentido de que se desconoce la funcién de
casi la mitad de todas las proteinas que expresa, ya que son aun clasificadas como

hipotéticas.

En la literatura existen reportes de estudios comparativos entre fases de organismos
bifasicos, como el realizado en el también parasito protozoario Giardia lamblia
empleando geles 2D. En total 20 proteinas se identificaron como sobre-reguladas en
extractos de quistes y categorizadas como proteinas de citoesqueleto, enzimas
metabdlicas, cinasas especificas del ciclo celular, proteinas de resistencia a estrés y
proteina involucradas en traduccién (Kim y cols., 2009). Interesantemente, nosotros

identificamos en las ETQ algunas de estas proteinas (Ver tabla 4).

Con respecto al proteoma de las ETQ todo lo que aqui reportamos es original, pues este es
el primer trabajo en el que se analiza el proteoma de esta fase de resistencia de la amiba
obtenida in vitro. Los resultados muestran que las ETQ comparten el 70% (385 proteinas)
con el proteoma de los trofozoitos e interesantemente sélo comparte 7 proteinas con el
de quiste, revelando que desde el punto de vista proteico se parecen mas a los trofozoitos
que al quiste. Como se mencioné arriba, los resultados previos de nuestro laboratorio
mostraron la presencia de una pared tipo-quitina en las ETQ (Aguilar-Diaz y cols., 2010).
Desafortunadamente, nosotros no identificamos quitina o proteinas asociadas a la pared

de quitina en las ETQ, pero tampoco fueron identificadas en el proteoma de los quistes.
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Consideramos que esto se debid a que estas proteinas, al formar parte de una cubierta
dura, podrian ser altamente insolubles, por lo que dificilmente podrian estar libres en los
extractos totales y no realizamos una extraccion especifica de proteinas insolubles. Ya que
dichas proteinas no identificadas son sumamente importantes pues forman parte esencial
de la pared del quiste, nosotros evaluamos entonces la expresién de mensajeros de dichas
proteinas por RT-PCR. Se seleccionaron las secuencias de los genes Jessie 1, 2 y 3, asi
como el gen de la Jacob, que codifican para proteinas asociadas a la pared del quiste,
ademas el gen de la ultima enzima de la via de sintesis de quitina, la quitina sintasa. En
nuestros resultados identificamos que las ETQ expresan el mensajero para Jessie 1, Jessie
3 y Jacob y los trofozoitos expresan de forma basal a Jacob, pero su expresién es menor

que en las ETQ.

También la proteina Jacob fue identificada en ETQ por Western blot e
inmunofluorescencia. La expresion de Jessie 2 no fue encontrada en ninguna de las
muestras. Estos resultados sugieren que se estan expresando la mayoria de las proteinas
formadoras de la pared en las ETQ, y que por lo tanto, estas estructuras comparten una
pared tipo-quitina con los quistes, lo que concuerda con resultados previos de nuestro
laboratorio al respecto de la resistencia de las ETQ a detergentes (Aguilar-Diaz y cols
2010). Estos resultados también muestran que las proteinas de la pared expresadas en los
ETQ no son necesariamente las mismas que se expresan en quistes, pues ETQ no expresa
Jessie 2. Por lo tanto, ésta es otra evidencia que considera que podrian existir diferencias
entre los quistes obtenidos de manera natural e in vitro en la expresion de proteinas

asociadas a la pared (Chatterjee A y cols., 2009; Ghosh SK y cols., 2010).

Otra posibilidad muy interesante, es que a pesar de que las ETQ tienen caracteristicas
morfolégicas compartidas con los quistes (como forma esférica, multinucleacion,
resistencia a detergentes proporcionada por una pared de tipo- quitina; Aguilar-Diaz y
cols., 2010), éstas son una fase de resistencia de la amiba diferente al estadio de quistes.

En este sentido, recientemente algunos estudios han reportado un estadio de resistencia
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en otro protozoario, que no forma parte del ciclo de vida y que son similares a las ETQ, al
cual se le ha denominado pseudoquiste y no ha sido descrito en E. histolytica. Estos
estudios se han realizado en el protozoario Acantamoeba castellani, una amiba de vida
libre, la cual puede llegar a ser parasito facultativo en los humanos. En ésta amiba se ha
identificado la induccion de pseudoquistes a partir de trofozoitos que se someten a estrés
en presencia de compuestos orgdnicos como el metanol o la acetona (Kliescikova D. y
cols., 2010). La composicién ultra estructural de las paredes de quistes y de pseudoquistes
fue diferente y se demostré que los pseudoquistes no pudieron llegar a formar quistes
maduros pero si pudieron regresar a la fase de trofozoito, lo que indica que en ciertas
condiciones de estrés el estimulo induce la transformacidon de A. castellani a un estado
temporal de resistencia para sobrevivir, lo cual no implica que se vaya a transformar
quiste, ya que para que eso suceda tienen que ocurrir otros estimulos. Esto sélo sucederia
a partir de las 2 horas de induccién y antes de las 18 h que es cuando empiezan a morir las
ETQ, probablemente debido a que no se han recibido los estimulos adecuados para
continuar la conversion a quiste o para que regresen a la fase de trofozoito.
Desafortunadamente, nosotros no realizamos estudios ultra estructurales para
determinar las diferencias que pueden tener quistes y ETQ de E. histolytica. Sin embargo,
el hecho de que ETQ son estructuras de resistencia que comparten caracteristicas
morfoldgicas y una pared tipo-quitina con los quistes, ya que a nivel protedmico sélo
comparten 7 proteinas, es posible que las ETQ en realidad son un estadio de resistencia
temporal que no tiene el estimulo adecuado para enquistar, es decir un pseudoquiste,
pero que es suficiente para proteger a la amiba de la agresion repentina del medio
ambiente, mientras el estimulo agresivo desaparece y la amiba consigue las condiciones
adecuadas para regresar al estadio de trofozoito. Otra posibilidad es que las ETQ
comienzan el proceso de enquistamiento con el estimulo con el que las inducimos, pero
les faltan otros estimulos para terminar la transformacién completa. Una posibilidad mas
podria indicarnos que si existen grandes diferencias entre proteinas de quistes naturales,
quizd también existan diferencias de proteinas entre quistes inducidos in vitro y los

obtenidos de pacientes.
92



A favor de la hipétesis de que las ETQ son en realidad pseudoquistes, como los descritos
en A. castellani (Kliescikova D y cols., 2010), tenemos evidencia experimental de que las
ETQ en presencia de medio TYI-S33 pueden regresar a trofozoitos (datos no publicados,
pero soélo cuando llevan maximo 2 h de induccién. Por lo que consideramos que las ETQ
pueden ser una fase de resistencia transitoria que es capaz de activar la formacién de una

pared tipo-quitina rapidamente, aunque metabdlicamente sigue siendo un trofozoito.

Para determinar los cambios tempranos en el trofozoito que conllevan a la formacién de
una ETQ, decidimos realizar un estudio del proteoma de trofozoitos inducidos a ETQ a
tiempos de 1, 2, 4y 6 horas. El estudio mostré un nimero de proteinas similar entre los 4
tiempos y corrobord el primer estudio realizado a las 4 h. Del total de proteinas
identificadas, 194 se compartieron entre los 4 tiempos y cada uno presentd proteinas
Unicas. De manera consistente con los resultados obtenidos previamente, identificamos
que las proteinas asociadas a metabolismo disminuian su abundancia relativa del tiempo
de 1 a 2 h, pero luego aumentaban su abundancia relativa a las 4 y 6 h. En el caso de las
proteinas asociadas a estrés oxidativo, la abundancia relativa de éstas aumentd a la hora
de induccién, luego disminuyd a las 2 h, y a las 4 h nuevamente aumentd su abundancia
relativa. Las enzimas que participan en la via de sintesis de la quitina también se
identificaron aumentadas a 1 h de induccién, después a las 2 horas bajo la expresién y
nuevamente entre las 4 y 6 h, dependiendo la enzima, ésta aumentd nuevamente. Las
proteinas asociadas a metabolismo mostraron una disminucién a 1 h de induccion vy
después un aumento a las 2 y 4 h, para después disminuir nuevamente a las 6h. Lo que
sugiere que aunque de manera global baja el metabolismo de las ETQ cuando se estan
transformando, debido al estimulo con un estrés oxidativo, hay proteinas de metabolismo
indispensables para el proceso de diferenciacién que fluctuan durante la induccion de
estas. Estos resultados sugieren que desde 1 h de induccion de las ETQ se observan
cambios claros que se pueden asociar a los procesos de enquistamiento (Kim y cols., 2009)

o formacion de pseudoquistes (Kliescikova D. y cols., 2010). Sin embargo, parece que a las
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2 h se pierde ese estimulo y a las 4 y 6 h nuevamente se expresan las vias que conllevan a

los cambios morfolégicos y de composicion.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que en el ciclo de vida del parasito E. histolytica
la expresidn de proteinas va cambiando de acuerdo a las necesidades del organismo. Asi
en el proteoma de trofozoito se expresan proteinas asociadas a metabolismo,
transduccion de sefiales y traduccion de proteinas; en el proteoma de quiste identificamos
mas de la mitad de proteinas hipotéticas y una disminucion de proteinas asociadas a
metabolismo. Finalmente, en el proteoma de ETQ identificamos proteinas asociadas a
estrés oxidativo y aunque identificamos 385 proteinas compartidas con los trofozoitos,

describimos por primera vez una fase de resistencia diferente al estadio de quiste.

Por ultimo, consideramos que es necesario que se lleven a cabo otros estudios de
caracterizacion estructural, funcional, bioquimica en ETQ y quistes de E. histolytica, para
determinar la naturaleza real de los primeros y para determinar el papel de las proteinas
altamente expresadas, pero aun no caracterizadas, del quiste. En conclusién, nuestros
resultados nos llevan a sugerir que el enquistamiento y la formacién de ETQ podrian ser

distintas respuestas al estrés.
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IX.- Conclusiones

El proteoma de las ETQ de E. histolytica fue mas parecido al de trofozoitos que al

de quistes.

En el proteoma de trofozoitos se identificaron proteinas asociadas a metabolismo,
mientras que en ETQ se identificaron proteina asociadas a estrés oxidativo. Por
otro lado, en quistes mas de la mitad de las proteinas identificadas fueron

proteinas hipotéticas.

Las ETQ presentaron expresion del RNAm de varias proteinas asociada a la pared
del quiste (con excepcién de Jessie 2), asi como también se demostré la expresion
de una de dichas proteinas, la proteina Jacob, por Western Blot e

inmunofluorescencia.

Los resultados muestran que las ETQ se parecen proteinicamente mas al
trofozoito, a pesar de que morfolégicamente y en la composiciéon de una pared
tipo quitina se parecen mas al quiste. Lo anterior deja abierta la posibilidad que las
ETQ sean un estadio de resistencia tipo pseudoquiste, como ya se ha descrito en A.

castellani y que hasta el momento no ha sido descrito para E. histolytica.
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X.- Perspectivas

Aislar y evaluar la pared de ETQ para determinar su composiciéon proteica y

compararla con la pared de los quistes.

Determinar si las ETQ se pueden generar en animales bajo condiciones de estrés y

si existen de manera natural.

Realizar estudios con las proteinas estadio-especificas de quiste para probar su

capacidad diagnéstica.

Determinar la posible funcién de las proteinas hipotéticas en quistes.
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Xil. - Anexo 1

Lista de proteinas compartidas entre los 4 tiempos (1, 2, 4 y 6 horas)

gb|EAL43285.1| phosphoglucomutase/phosphomannomutasefamilyprotein[Entamoebahistolytica
HM-1:IMSS]

dbj|BAB40670.1|smallGTPaseRabC1[Entamoebahistolytica]

gb|EAL48544.1 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL44147.1|vesicle-associatedmembraneprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50210.1|aminoacyl-histidinedipeptidase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL51784.1| beta-tubulin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAC15759.1|19ScapproteasomeS2subunit[Entamoebahistolytica]
gb|EAL45338.1|20kDaantigen,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44584.1|90kDaheatshockprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAD22096.1 | ribosomalproteinL23A[Entamoebahistolytica]

gb|EAL44754.2 | 60SacidicribosomalproteinP2,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44505.1 | peptidase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|AAF20264.1| AF059278_1dipeptidyl-peptidase[Entamoebahistolytica]

gb|EAL49645.1 | alpha-NACprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44546.2 | leucine-richrepeatcontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL42583.1| copine,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL48153.2 | hypotheticalproteinEHI_031640[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAS10184.1 | mitogen-activatedproteinkinase[Entamoebahistolytica]
gb|EAL51292.1|glycyl-tRNAsynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50536.1 | RabfamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL43657.1| ARP2/3complex41kDasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|AAB49653.1 | pyruvate:ferredoxinoxidoreductase[Entamoebahistolytica]

gb|EAL46406.1 | proteinkinasedomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46966.1 | RabfamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|AAU45393.1 | proteindisulfideisomerase[Entamoebahistolytica)
gb|EAL48917.2|filopodin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL43520.1|RabfamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL46745.1 | rubrerythrin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL49028.1 | hypotheticalproteinEHI_083600[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46102.1|leucine-richrepeatcontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44225.2 | NAD(FAD)-dependentdehydrogenase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45192.1|60SacidicribosomalproteinP1,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMH74603.1|LIMzincfingerdomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS-B]
gb|EAL45753.1|Skplprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50735.1|40SribosomalproteinS13,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48884.1| PCTP-likeprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48235.1|14-3-3protein2[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
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gb|EMDA44708.1 |invaporeX,putative[EntamoebahistolyticakU27]

gb|EAL51058.1| actin-bindingprotein,cofilin/tropomyosinfamily[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL45462.1| phenylalanyl-tRNAsynthetasebetasubunit, putative[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS]

gb|EAL46912.1 | RabfamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL47603.1| hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43688.1| ubiquitin-conjugatingenzymefamilyprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47333.1| hypotheticalproteinEHI_048560[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46089.1 | eukaryotictranslationelongationfactorlgamma,putative[EntamoebahistolyticaHM
-1:IMSS]

gb|EAL47130.1| hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL47459.1 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48775.1| hypotheticalproteinEHI_068510[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51892.1| hypotheticalproteinEHI_094010[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL42779.1|snoRNAbindingprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL52102.1|aspartate--ammonialigase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46283.1|S-phasekinase-associatedproteinlA,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47477.1|F-actincappingproteinbetasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]

gb|EAL48725.1|fibrillarin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAA21531.1| putativevacuolarproton-
transportingATPasecatalyticsubunit[Entamoebahistolytical

gb|EAL45160.1 | glutaminyl-tRNAsynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL44826.1|tyrosyl-tRNAsynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb | EAL49805.2 | polyadenylate-bindingprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL48447.1|26Sproteaseregulatorysubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43752.1| hypotheticalproteinEHI_173480[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44076.1 | ubiquitin-like,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL43321.1| proteasomealphasubunit, putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL52093.1|4-alpha-glucanotransferase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44958.1| UDP-glucose4-epimerase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49617.1| nucleosidediphosphatekinase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL42786.1|40SribosomalproteinS6,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44220.1| hypotheticalproteinEHI_161070[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45514.1| polyadenylate-bindingprotein, putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAC31934.1|actinbindingprotein[Entamoebahistolytica]

gb|EAL47955.1| ARP2/3complex21kDasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50934.2 | dihydropyrimidinedehydrogenase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL42895.1 | peptidyl-prolylcis-transisomerase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAN39528.1 | hexokinasel[Entamoebahistolytica]

gb|EAL45623.2 | elongationfactor2[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL46302.1|actophorin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL50546.1 | calciumbindingfamilyprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
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gb|EAL44507.1 | aspartyl-tRNAsynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46248.1|dynamin-likeprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL47570.1| LIMzincfingerdomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43716.1|enhancerbindingprotein-2,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49351.1|70kDaheatshockprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|AAA80187.1|14-3-3-3protein,partial[Entamoebahistolytical
gb|EAL44126.1|RAD23protein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51645.1| myosinheavychain[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]

gb | EAL50893.1 | sulfateadenylyltransferase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44974.1|40SribosomalproteinS15a,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL50633.2 | SH3domainprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL50259.1| TPRrepeatprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
emb|CAA62418.1|profilin[Entamoebahistolytica]
gb|EAL48615.1|60SribosomalproteinL10a,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

emb|CAA74796.1| phosphoglucomutase[Entamoebahistolytical
pdb|4FID | AChainA,CrystalStructureOfAHeterotrimericG-
proteinSubunitFromEntamoebaHistolytica,Ehg-alpha-1

gb|EAL46749.1| NADsynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EDS89617.1| cortexillin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL49988.1| RNArecognitionmotifdomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46335.1|adenosylhomocysteinase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44134.1| hypotheticalproteinEHI_080260[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43981.1|60Sribosomalproteinl9,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb | EAL50904.1 | acetyl-CoAsynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46173.1|40SribosomalproteinS21,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51030.1| hypotheticalproteinEHI_016130[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51901.1 | DEAD/DEAHboxhelicase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43565.1|HEATrepeatdomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48927.1|L-myo-inositol-1-phosphatesynthase[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45293.1|seryl-tRNAsynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EDS89607.1 | ras-1,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|AAQ18492.1 |iron-sulphurclusterassemblyprotein[Entamoebahistolytica)
gb|EAL45499.1 | hypotheticalproteinEHI_069510[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51230.1| hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EALA48794.1|2,3-bisphosphoglycerate-
independentphosphoglyceratemutase),putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
emb|CAD10500.3 | hexosaminidasebetachain[Entamoebahistolytica]

gb|EDS89207.1| grainin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL42983.1 ]| actinin-likeprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL45494.1| hypotheticalproteinEHI_069560[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47267.1| hypotheticalproteinEHI_029090[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAA21446.1|rashomologuel[Entamoebahistolytica]
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gb|EAL45016.1|40SribosomalproteinS5,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50237.1| calmodulin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL45476.1| hypotheticalproteinEHI_030750[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL42997.1|aldosereductase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAB86601.1 ]| cyclophilin[Entamoebahistolytica]

gb|EAL47352.1| purinenucleosidephosphorylase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL45540.1 ] actin-bindingprotein,cofilin/tropomyosinfamily[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAA22014.1 | elongationfactorlbeta[Entamoebahistolytical

gb|EAL50012.1 | purinenucleosidephosphorylase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAA22015.1 | ribosomalproteinS29[Entamoebahistolytica]
emb|CAA55733.1]antigen[Entamoebahistolytica)

gb| EAL49855.1 | calreticulin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL47897.1| calponinhomologydomainprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45214.2 | hypotheticalproteinEHI_047810[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51051.1]actin-bindingprotein,cofilin/tropomyosinfamily[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL52122.1|p21-activatedkinase[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL46941.1 | hypotheticalproteinEHI_189930[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAL66296.1|AF458334 1hybrid-clusterprotein[Entamoebahistolytica]
gb|EAL46077.1|60SribosomalproteinlL11,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44677.1| hypotheticalproteinEHI_010570[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EDS89591.1 | hypotheticalproteinEHI_065490[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43479.1| GTP-bindingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL47201.1| hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47979.1|threonyl-tRNAsynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMH74842.1| ATPsynthase(E/31kDa)subunit,putative,partial[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS-B]

gb|EAL50656.2 | WDrepeatprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48669.1|40SribosomalproteinS5,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51634.2|thioredoxin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL50797.1| Gal/GalNAclectinheavysubunit[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAA18944.1 | pyruvatephosphatedikinase[Entamoebahistolytica]
gb|EAL48173.1|40SribosomalproteinS14,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49644.2 | T-complexproteinlsubuniteta,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48812.1| hypotheticalproteinEHI_140740[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL52153.1| proteasomebetasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45971.1|endoribonucleasel-PSP,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47364.2 | UDP-glucosepyrophosphorylase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
dbj|BAN39288.1| enolase,putative[Entamoebahistolytica]

gb|EAL43337.1| hypotheticalproteinEHI_177300[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EGB08321.1| hypotheticalproteinAURANDRAFT_16046,partial[Aureococcusanophagefferens]
gb|EAL43181.1| ARP2/3complex20kDasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL49338.1| LIMzincfingerdomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
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gb|EAL49114.2 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb| EAL49854.2 | adenylylcyclase-associatedprotein, putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EMDA44848.1 | actin2,putative[EntamoebahistolyticakU27]
gb|AADO0546.1|adenylatekinase[Entamoebahistolytica]

gb|EAL48736.1| hypotheticalproteinEHI_118750[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50440.2 | aspartateammonia-lyase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAV34290.1|vacuolarATPasesubunitB[Entamoebahistolytica]
gb|EAL51726.1|26Sproteaseregulatorysubunit, putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL45367.1| hypotheticalproteinEHI_021410[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48843.1 | nucleolarproteinNop56,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAN38775.1| actin,putative[Entamoebabhistolytica]
dbj|BAN38071.1|rabfamilyGTPase[Entamoebahistolytica]

gb|AAA29110.1| peripheralmembraneprotein[Entamoebabhistolytica]
gb|EAL45068.1| heatshockprotein70,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL51699.1| Xaa-Prodipeptidase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAB40678.1|smallGTPaseRab11B[Entamoebahistolytical

gb|EAL51880.1 | celldivisioncycleprotein48,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAN39726.1| hypotheticalprotein[Entamoebahistolytica]

gb|EAL50399.1 | glutamyl-tRNAsynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47746.1| heatshockprotein90,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|AAC37177.1|20kDaantigen[Entamoebabhistolytica]

gb|EAL49027.1| coronin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL52137.1|RanfamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43683.1|alcoholdehydrogenase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45848.1| hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47513.1| hypotheticalproteinEHI_059830[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49030.1| hypotheticalproteinEHI_083620[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44491.1| hypotheticalproteinEHI_001100[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAK85709.1|iron-sulfurclusterNifU-likeprotein[Entamoebahistolytica]
gb|EAL51888.1|filamin2,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL42484.1| Actin-relatedprotein3,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49379.1| hypotheticalproteinEHI_166920[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46397.1|enhancerbindingprotein-1[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL45686.1|60SribosomalproteinlL35a,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46757.1| hypotheticalprotein,conserveddomaincontaining[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS]

gb|EAL46152.2 | methionineaminopeptidase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAF14855.2| AF082530_1Grainin2[Entamoebahistolytical
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gb|EAL51679.1| calcineurincatalyticsubunitA, putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43952.1|60SacidicribosomalproteinP0,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50189.1| hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48563.1|geranylgeranylpyrophosphatesynthase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47050.1|T-complexproteinlbetasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47785.1| MTA/SAHnucleosidase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49178.2 | vesiculartransportproteinYipl,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45851.1 | hypotheticalproteinEHI_017000[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL45053.1 | RasfamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]

gb|EMD49496.1| actinfamilyprotein[EntamoebahistolyticakU27]
gb|AAS67877.1|guaninenucleotideexchangefactor[Entamoebadispar]
dbj|BAN40139.1|elongationfactorl-alphal[Entamoebahistolytica] gb | AAW63029.1 | N-
ethylmaleimide-sensitivefactor[Entamoebahistolytica]

gb|EAL46421.1 | phosphoglyceratemutasefamilyprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44811.1| LIMzincfingerdomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb | EAL44559.1 | guaninenucleotide-bindingproteinsubunitbeta2-
likel,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL49138.2 | hypotheticalproteinEHI_147550[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46980.1|60SribosomalproteinL39,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

dbj| BAN38609.1 | hypotheticalprotein[Entamoebahistolytica]

dbj| BAN39056.1 | 60SribosomalproteinlL7a,putative[Entamoebahistolytica]
gb|EAL47771.1]|40SribosomalproteinS10,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAA16054.1|galactoselectin35kDa(light)subunit, partial[Entamoebahistolytica]
gb|EAL48497.1|alcoholdehydrogenase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL48692.2|Serine/threonine-proteinphosphatase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51366.1| copine,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS] gb | EAL43318.1|glucosamine6-
phosphateN-acetyltransferase.putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL48943.1| hypotheticalproteinEHI_183470[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45992.2 | galactose-inhibitablelectin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43777.1|RabfamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47011.1|40SribosomalproteinS3a,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47592.1]actin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

dbj|BAN39567.1 | malatedehydrogenase,putative[Entamoebahistolytica]

gb|EDS88889.1 | predictedprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44979.1|glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase,putative[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS] dbj|BAA22004.1 | Ras-relatedproteinRAB7[Entamoebahistolytical

gb|EAL46377.1| hypotheticalproteinEHI_114140[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMH73696.1 | ribosomalproteinS3,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS-B]
gb|EAL47965.1 | proteasomeregulatorysubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|AAA21447.1|rashomologue2[Entamoebahistolytica]

dbj| BAN40057.1|leucinerichrepeatprotein,BspAfamily[Entamoebahistolytica]
gb|EDS89287.1| Adapter-relatedproteincomplex3(AP-
3)subunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]

gb|EAL44176.1| hypotheticalproteinEHI_086380[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
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gb|EMH78310.1 | STARTdomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS-B]
gb|EAL50410.2 | hypotheticalproteinEHI_150120[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48655.1 | ADP-ribosylationfactor,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50389.1 | Elongationfactor2,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAN39712.1 | sulfateadenylyltransferase,putative[Entamoebahistolytica]

gb|EMS12948.1 | hypotheticalproteinKM1_167200[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
gb|EAL50119.1 | purinenucleosidephosphorylase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL44227.1|40SribosomalproteinS16,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAN38383.1|guaninenucleotide-bindingproteinsubunitbeta2-
likel,putative[Entamoebahistolytica] gb |EAL44340.1|60SribosomalproteinL16-
B,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

dbj|BAN39673.1| proteinkinasedomaincontainingprotein[Entamoebahistolytical
gb|EMS15726.1 | nucleasedomaincontainingprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
dbj| BAF31853.1|serine-richprotein[Entamoebahistolytica] gb | EAL47468.1|S-
adenosylmethioninesynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

dbj|BAA21980.1 | ribosomalproteinSA(P40)/lamininreceptor[Entamoebahistolytica]
gb|EAL49134.1 | coatomerbetasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49858.1|Ser/Thrproteinphosphatase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EDS89405.1 | hypotheticalproteinEHI_189300[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EDS89146.1|26Sproteaseregulatorysubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL51348.1|deoxycytidinetriphosphatedeaminase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EDS88609.1| AlG1familyprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL50549.1 |isoleucyl-tRNAsynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50537.1| hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46013.1|dolicholmonophosphatemannosesynthase,putative[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS] gb | EAL44561.1|60SribosomalproteinlL44,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47263.1|long-chain-fatty-acid--CoAligase, putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49585.1 | histoneH2B, putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44097.1|glycerophosphoryldiesterphosphodiesterase,putative[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS] gb|AAA21444.1 |raphomologuel[Entamoebahistolytical

dbj|BAA22144.1 | cysteinesynthasetypell[Entamoebahistolytica]

gb|EAL44544.1 | proteinkinasedomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMS13900.1 | ephrintype-areceptor4a,putative,partial[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
gb|EMS16147.1| ENTHdomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
gb|EAL50724.1|acetyltransferase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
emb|CAC34299.1|ribosomalproteinlargesubunit27a-3[Entamoebabhistolytica]

dbj| BAN39582.1 | alpha-amylasefamilyprotein[Entamoebahistolytica] gb | AAA29089.1 | calcium-
bindingprotein1[Entamoebahistolytica]
dbj|BAN37562.1|cysteineproteinasel,putative[Entamoebahistolytica]

gb|EAL45909.2 | hypotheticalproteinEHI_189410[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44285.2 |aminoacidtransporter,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47341.1|actin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45654.1|60SribosomalproteinL40,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMDA44272.1|leukocyteendothelialcelladhesionmolecule3, putative[Entamoebahistolyticaku27
] gb| EAL49096.2 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49398.1|60SribosomalproteinlL34,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
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gb|EAL43958.1|Sec23protein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49136.1|RhoGDPexchangeinhibitor,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1IMSS]

Lista de proteinas Unicas identificadas en ETQ 2h

gb|EAL48078.2 | hypotheticalproteinEHI_072010[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
dbj|BAN39497.1|60SribosomalproteinL15,putative[Entamoebahistolytica]
gb|EMS13561.1|60SribosomalproteinL31,putative[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
gb|EAL47230.1|acyl-coAsynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAN38317.1|actin,putative[Entamoebahistolytica]

gb|EMH75669.1 | hypotheticalproteinEHI8A_190710[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS-B]
gb|EAL46126.1 | RabfamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS] gb | EAL43566.1 | dolichyl-di-
phosphooligosaccharide-proteinglycotransferase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43244.2 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
emb|CAA38847.1|immuno-dominantvariablesurfaceantigen[Entamoebahistolytica]
dbj|BAN38120.1|alcoholdehydrogenase3,putative[Entamoebahistolytica]
pdb|1Y9A|AChainA,AlcoholDehydrogenaseFromEntamoebaHistoloticalnComplexWithCacodylate
gb|EAL49849.2 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48894.1 | unconventionalmyosinIB[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL44023.1| hypotheticalproteinEHI_095950[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51139.2 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43888.1| hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47082.1| histoneH2A,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS] gb | AAA18632.1 | pore-
formingpeptide[Entamoebahistolytica]

gb|EAL50665.1 | hypotheticalproteinEHI_118070[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43771.1]|leucyl-tRNAsynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50783.1|long-chain-fatty-acid--CoAligase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMH72280.1 | ribosomalproteins24edomaincontainingprotein,partial[EntamoebahistolyticaHM
-1:IMSS-B] gb | EAL45265.1 | valyl-tRNAsynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL42847.1| hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMS16343.1| hypotheticalproteinkKM1_049310[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
gb|EAL47787.1| pyrophosphate-dependentphosphofructokinase[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS] gb | EAL50177.1 | proteasomealphasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48820.1 | putativetranscriptionenhancerprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47236.1]InitiationfactorelF-2Bdeltasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj| BAN38483.1|Fe-hydrogenase,putative[Entamoebahistolytica]

gb|EMH75663.1 | proteinkinasedomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS-B]
dbj|BAN37670.1|guaninenucleotide-bindingproteinsubunitbeta2-
likel,putative[Entamoebahistolytica]
dbj|BAN37668.1|60SribosomalproteinL3,putative[Entamoebahistolytica]
gb|EAL45911.1|60Sribosomalproteinl23,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

dbj| BAN39040.1 |iron-containingsuperoxidedismutase[Entamoebahistolytica]
gb|EMDA45795.1| neutralalphaglucosidaseprecursor,putative[EntamoebahistolyticakU27]
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dbj|BAA22027.1|ribosomalproteinS19[Entamoebahistolytica]
gb|EAL51572.1|60SribosomalproteinlL26,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51011.1| proteasomealphasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44988.2 | nucleosidetransporter,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|AAA21449.1|P-glycoprotein6[Entamoebahistolytical

gb|EAL45261.1| hypotheticalproteinEHI_140610[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMS11594.1 | tubulinalphachain,partial[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]

dbj| BAN39554.1 | cysteineproteinase,putative[Entamoebahistolytica] dbj| BAN38493.1 | fructose-
1,6-bisphosphatealdolase,putative[Entamoebahistolytica]

gb|EDS88751.1 | hypotheticalproteinEHI_193940[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL52152.1 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMDA45370.1|vacuolarproteinsorting-associatedprotein,putative[EntamoebahistolyticakU27]
gb|EMS17580.1| MIFAGdomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
gb|EAL49023.2 | Rasguaninenucleotideexchangefactor,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49704.1|4-alpha-glucanotransferase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMH78122.1 | proteinkinasedomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS-B]
gb|EAL46684.1|60SribosomalproteinL17,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAA92671.1|PPi-dependentphosphofructo-1-kinase[Entamoebahistolytica]

gb|EAL50004.1 | hypotheticalproteinEHI_114330[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49310.1|SNF7familyprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|AAG01041.1|AF293981 1chaperonin-containingTCP-1,zetasubunit[Entamoebahistolytica]
gb|AAP33064.1 | vacuolarsortingprotein26-like[Entamoebahistolytica]

gb|EMS14290.1 | hypotheticalproteinkKM1_068450[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]

dbj| BAN38814.1 | actin,putative[Entamoebahistolytica]
gb|EAL51611.1|glutamatesynthasebetasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43679.1|60SribosomalproteinL26,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45766.1 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMD47007.1]alkylhydroperoxidereductase,putative[EntamoebahistolyticakU27]
dbj|BAA22019.1 |ribosomalproteinL36[Entamoebahistolytica]

gb|EAL47970.1| proteinkinase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAB40673.1|smallGTPaseRab5[Entamoebahistolytica]

gb|EDS89325.1 | bifunctionalshortchainisoprenyldiphosphatesynthase,putative[Entamoebahistolyt
icaHM-1:1MSS] gb | EAL49184.1 | hypotheticalproteinEHI_092200[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAN37676.1|40SribosomalproteinS3,putative[Entamoebahistolytica]
gb|EAL48382.1|Rhoguaninenucleotideexchangefactor,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMDA44559.1 | AP1complexsubunitgamma-1,putative[EntamoebahistolyticakU27]

dbj| BAN39482.1 | purinenucleosidephosphorylase,putative[Entamoebahistolytica]
gb|EAL47777.2 | hypotheticalproteinEHI_001830[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51597.1|serinepalmitoyltransferase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47095.1 | pyridoxalkinase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]

gb|EAL47922.1 | RhofamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]

dbj|BAN37908.1 | hypotheticalprotein[Entamoebahistolytica]
gb|EMDA44651.1|graininl,putative[EntamoebahistolyticakU27]

gb|EAL50049.1 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48222.1|glycogendebranchingenzyme,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL45522.2 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
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dbj|BAN38519.1 | actin,putative[Entamoebahistolytica]
gb|EMS13152.1|villinheadpiecedomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
gb|EAL45305.1 | proteinphosphatase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47959.1 | proteasomebetasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EDS89712.1]|galactose-inhibitablelectinsmallsubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS] gb | EAL45113.1 | vacuolarATPsynthasesubunitH,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46976.1 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL52050.1 | Dnalfamilyprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMS11416.1|ikappabkinasecomplex-associatedprotein[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
gb|EDS89599.1 | hypotheticalproteinEHI_174380[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EMH72078.1| RNAmethylasefamilyUPF0020protein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS-B]
gb|EAL46272.1| hypotheticalproteinEHI_135090[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|AACA47299.1|p21racD,partial[Entamoebahistolytical

gb|EMDA43098.1 | phosphofructokinase,putative,partial[Entamoebahistolyticaku27]
gb|EAL43349.1 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50856.1 | 70kDapeptidyl-prolylisomerase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50215.1 | malatedehydrogenase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51511.1|choline/ethanolaminekinase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EDS89346.1 | calcium-dependentproteinkinase2,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51221.1| hypotheticalproteinEHI_050520[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAK92361.1|AF337950_1Gal/GalNAclectinlgll[Entamoebahistolytica]

gb|EMDA44479.1 | sulfotransferase,putative[EntamoebahistolyticakU27]
gb|EAL50285.1|glycogenphosphorylase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMH77139.1 |vacuolarsortingprotein29,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS-B]
gb|EAL47650.1 | hypotheticalproteinEHI_178470[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44876.1|serineproteaseinhibitor,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]

Lista de proteinas Unicas identificadas en ETQ 4h

dbj|BAB40671.1|smallGTPaseRabD1[Entamoebahistolytica]
dbj|BAN40152.1|60SribosomalproteinlL4,putative[Entamoebahistolytica)

gb|EMS11024.1| hypotheticalproteinKM1_285810[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
gb|EAL44008.2 | hypotheticalproteinEHI_141330[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAA29111.1]| pore-formingpeptide[Entamoebahistolytical

gb|EAL47424.2 | hypotheticalproteinEHI_177380[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47361.2|guaninenucleotide-bindingproteinsubunitbeta,putative[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS]

pdb|3TL6 | AChainA,CrystalStructureOfPurineNucleosidePhosphorylaseFromEntamoebaHistolytica
emb|CAC34300.1|ribosomalprotein27a-4[Entamoebahistolytica]

gb|EAL47429.1 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL44258.1 | Rasguaninenucleotideexchangefactor,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMS12198.1 | hypotheticalproteinKM1_188030[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
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gb|EAL45019.1|threoninedehydratase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44184.1| proteasomealphasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46530.1| WDrepeatprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48551.1|Receptormediatedendocytosisprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL43678.1|tryptophanase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1IMSS]
gb|EAL45879.1|Rhoguaninenucleotideexchangefactor,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMD48185.1 | developmentallyregulatedGTP-
bindingprotein,putative[EntamoebahistolyticakU27] gb | EAL48850.2 | 13kDaribonucleoprotein-
associatedprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44279.1|60SribosomalproteinlL13,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51113.1|40SribosomalproteinS9,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46942.1|60SribosomalproteinlL34,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAN39037.1| pleckstrinhomology(PH)domaincontainingprotein[Entamoebahistolytica)
gb|EMDA48458.1|alcoholdehydrogenase,putative[EntamoebahistolyticakU27]

gb|EAL43689.2 |ribonuclease,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gh|EDS88742.1| dynamin-1-likeprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMS17038.1|sulfotransferase,putative[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]

gb|EMS16452.1 | calcium-dependentproteinkinase2,putative[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
gb|EDS89308.1 | glycoproteinFP21precursor,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAC64063.1| ADP-ribosylationfactor,partial[Entamoebahistolytica]
gb|AAA29114.1|Gprotein[Entamoebahistolytica]

gb|EAL48933.1| hypotheticalproteinEHI_183570[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50356.1 | chaperonincontainingTCP-1epsilonsubunit, putative[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS]
pdb|30J7|AChainA,CrystalStructureOfAHistidineTriadFamilyProteinFromEntamoebaHistolytica,Bo
undToSulfate gb|EAL49973.1| UDP-N-
acetylglucosaminepyrophosphorylase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMS13507.1| hypotheticalproteinKM1_126310[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
gb|EAL43284.1| RanGTPase-activatingprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMDA46426.1 | fumaratehydrataseclasslanaerobic,putative[EntamoebahistolyticakU27]
gb|EAL48500.1|RhofamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMH72492.1|ribosomalproteinS19,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS-B]

dbj| BAN38560.1 | actin,putative[Entamoebahistolytica] gb|EMH72799.1|elongationfactorTuC-
terminaldomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS-B]

gb|EAL43255.1| hypotheticalproteinEHI_095180[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAD34972.1|EhRab7Eprotein[Entamoebahistolytical

gb|EAL42694.1 | syntaxinbindingprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EMDA45767.1 | nicotinamidenucleotidetranshydrogenase,putative,partial[Entamoebahistolytica
KU27] gb|EAL51760.2 | hypotheticalproteinEHI_049680[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43648.1|60SribosomalproteinL7,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44851.1| hypotheticalproteinEHI_063040[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAN38336.1|ribosomalproteinS4,putative[Entamoebahistolytica]

gb|EMDA45533.1| RNAmodificationenzymesMiaBfamilyprotein[EntamoebahistolyticakU27]
gb|EAL46124.1| proliferatingcellnuclearantigen, putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45665.1 | muT/nudixfamilyprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45339.1|triosephosphateisomerase[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
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gb|EAL43341.1]|leucinerichrepeatprotein,BspAfamily[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48839.1| DNA-directedRNApolymerasesubunitN, putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46919.1|60SribosomalproteinL17,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50263.1 | nicotinatephosphoribosyltransferase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMDA43051.1 | HypotheticalproteinEHISA_073810[EntamoebahistolyticakU27]

gb|EDS88858.1 | hypotheticalproteinEHI_073160[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51185.1 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43740.1| hypotheticalproteinEHI_035110[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48852.2 | hypotheticalproteinEHI_053460[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44972.1|leucinerichrepeat/proteinphosphatase2Cdomaincontainingprotein[Entamoebahis
tolyticaHM-1:IMSS] gb | EAL49960.1 | proteasomealphasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS] gb | AAA29106.1|,partial[Entamoebahistolytica] dbj|BAA21978.1 | calcium-
bindingprotein[Entamoebahistolytica] gb | EAL46920.1|translationinitiationfactorlF-
2,putative[EntamoebabhistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL51032.1| hypotheticalproteinEHI_187030[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45591.1 | proteasomebetasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49845.1 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47328.1|ProteintransportproteinSEC61gammasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS] gb | EAL50009.1 | proteasomeregulatorysubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL48414.1 | proteasomebetasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|AAD09523.1|30kDatypelcollagenbindingprotein[Entamoebahistolytica]
dbj|BAN38562.1|26Sproteaseregulatorysubunit,putative[Entamoebabhistolytica]

gb|EAL45777.1| RasfamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]

dbj|BAN38232.1| phosphoglyceratekinase,putative[Entamoebahistolytica]

dbj| BAN39508.1 | ARP2/3complex34kdasubunit, putative[Entamoebahistolytica]

dbj| BAN39063.1|40SribosomalproteinS2,putative[Entamoebahistolytica]

gb|EMDA45460.1 | HypotheticalproteinEHISA_253500[EntamoebahistolyticakU27]
gb|EAL50397.1| hypotheticalproteinEHI_155590[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49306.1 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAN39736.1 | hypotheticalprotein[Entamoebahistolytica]

gb|EAL45414.1 | eukaryoticinitiationfactor4E,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EDS88972.1|60SribosomalproteinL3, putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51973.1 | caseinkinase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EMS17090.1| hypotheticalproteinKM1_314160[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
gb|EMDA45902.1 | WDdomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticakU27]

dbj|BAN37599.1 | elongationfactorl-alphal[Entamoebahistolytica]
dbj|BAN39519.1|60SribosomalproteinlL7a,putative[Entamoebahistolytica]
gb|EAL43803.1|tryptophanyl-tRNAsynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AA017820.1|putativelongiron-dependenthydrogenase2[Entamoebahistolytica]
gb|EAL51899.1 | hypotheticalproteinEHI_093920[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51657.1| GTP-bindingproteinEhRabX36,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50140.1 | RabfamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS] dbj| BAN40113.1| NADP-
dependentalcoholdehydrogenase[Entamoebahistolytica]
gb|EMS16389.1|smallGTPaseEhRabM1,putative,partial[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
gb|EAL48987.1| hypotheticalproteinEHI_007990[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47312.1|40SribosomalproteinS28,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49752.1| hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
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gb|EAL51995.1 | histoneacetyltransferase, putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50089.1 | guaninenucleotideexchangefactor,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45276.1| hypotheticalproteinEHI_107050[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL52120.1 | hypotheticalproteinEHI_148300[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51997.1 | RNA-bindingprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL46467.1| prolyl-tRNAsynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAN39831.1| 60SacidicribosomalproteinP0,putative[Entamoebahistolytica]
gb|AAM21053.1|AF498649_ 1smallheatshockprotein[Entamoebahistolytica]
gb|EAL46483.1|elongationfactorl-alphal[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMS10730.1|dipeptidyl-peptidase5precursor,putative[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
gb|EAL47083.1|zincfingerprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50345.1|thioredoxinreductase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAK92362.1|AF337951_1Gal/GalNAclectinlgl2[Entamoebahistolytica)

gh|EDS89395.1| geranylgeranylpyrophosphatesynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS] gb | EAL46339.1|60SribosomalproteinlL31,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44535.1|40SribosomalproteinS3,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

dbj| BAN38608.1|guaninenucleotide-bindingproteinsubunitbeta2-
likel,putative[Entamoebahistolytica]

gb|EAL45967.1 | hypotheticalproteinEHI_087610[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47816.1 | ubiquitin-proteinligase, putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL49343.1| molybdenumcofactorsulfuraseputative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47447.1|RabfamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL50847.2 | hypotheticalproteinEHI_178890[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAN37770.1|fattyacidelongase,putative[Entamoebahistolytica]

gb|EDS89519.1 | galactosebindinglectin35kDasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL47676.1|60SribosomalproteinL7,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
emb|CAG39307.1| putativemembraneprotein[Staphylococcusaureussubsp.aureusMRSA252]
gb|EAL44223.1|RabfamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|AAA80188.1| nicotinamidenucleotidetranshydrogenase[Entamoebahistolytica]
gh|EAL48106.1 | ubiquitin-likeprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL46690.1 | hypotheticalproteinEHI_054800[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL43986.1 | hypotheticalproteinEHI_193090[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAN38257.1| LIMzincfingerdomaincontainingprotein[Entamoebabhistolytica]
gb|EAL48848.1 | RabfamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

dbj|BAN38242.1| malatedehydrogenase,cytoplasmic,putative[Entamoebahistolytica]
gb|EAL46413.1|RhofamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46902.1|Sec7domainprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL49985.2 | hypotheticalproteinEHI_026470[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48543.1|RNArecognitionmotifdomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
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gb|EAL50139.1| hypotheticalproteinEHI_131160[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAN37589.1|40SribosomalproteinSA,putative[Entamoebahistolytica]

gb|EMD46049.1 | 60SribosomalproteinlL63,partial[EntamoebahistolyticakU27]
dbj|BAN39533.1 | proteasomesubunitalphatype5, putative[Entamoebahistolytica]
gb|EMDA44963.1 | cortexillinll,putative[EntamoebahistolyticakU27]
gb|EAL50899.1|40SribosomalproteinS9,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|AAA29118.1| EHZc3protein[Entamoebahistolytica]

gb|EAL50232.1| hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|ENY61230.1 |intermediatesubunitofgalactoselectini,putative,partial[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS-A] gb |EAL46275.1|40SribosomalproteinS17,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAA21916.1 | cysteinesynthase[Entamoebahistolytica]

gb|EDS88601.1 | AlG1familyprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46732.1|leucine-richrepeatcontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

dbj| BAN38409.1|60SribosomalproteinlL5,putative[Entamoebahistolytica]

gb|EAL45681.1 | hypotheticalproteinEHI_049060[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47926.2 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43453.1|transketolase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMDA47264.1|4Fe4Sbindingdomaincontainingprotein[Entamoebahistolyticaku27]
gb|EMS15823.1|filopodin,putative[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]

gb|EAL44875.2 | nucleosomeassemblyprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49815.1 | hypotheticalproteinEHI_198580[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gh|EDS89546.1 | LIMzincfingerdomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL45000.1 | cysteinyl-tRNAsynthetase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

dbj| BAN38088.1 | galactokinase,putative[Entamoebahistolytica] gb | EAL43668.2 | solublecalcium-
activatednucleotidasel,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EDS89445.1 | ENTHdomainprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMD49145.1 | HypotheticalproteinEHISA_130390,partial[EntamoebahistolyticakU27]
gb|EAL43703.1|26Sproteaseregulatorysubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL47714.1| hypotheticalproteinEHI_086230[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45900.2 |60SribosomalproteinL38,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL52140.1 | proteinphosphataseregulatorysubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44160.2 | hypotheticalproteinEHI_077530[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL44692.1|glucosamine--fructose-6-
phosphateaminotransferase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS] gb | EAL43983.1|iron-
sulfurflavoprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL44352.2 | acetylornithinedeacetylase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAN38700.1|60SribosomalproteinlL13,putative[Entamoebahistolytica] gb|EMS13409.1 | NAD+-
dependentalcoholdehydrogenase[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
gb|EAL47584.1|60SribosomalproteinL37a,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL46577.2 | hypotheticalproteinEHI_039860[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL47249.1|thioredoxin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL50393.1| hypotheticalproteinEHI_155620[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51232.1|aminopeptidase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL43215.1| hypotheticalproteinEHI_013860[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
dbj|BAN37644.1|alcoholdehydrogenase3,putative[Entamoebahistolytical

gb|EAL50026.2 | hypotheticalproteinEHI_088050[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
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gb|EAL50668.2 | molybdenumcofactorsynthesisprotein3,putative[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS] gb | EAL46338.1|HADhydrolase,familylA, variant3[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

dbj| BAN38549.1 | hypotheticalprotein[Entamoebahistolytica]

gb|EAL47270.1| hypotheticalproteinEHI_067260[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45320.2 | bacterialtransferasehexapeptidefamilyprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMDA45616.1 | HypotheticalproteinEHISA_069390[EntamoebahistolyticakU27]
gb|AAD52052.1|AF085196_1Grainin1[Entamoebabhistolytica] gb|EAL51236.1|(2r)-phospho-3-
sulfolactatesynthase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL50616.1 | hypotheticalproteinEHI_169900[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50794.1 | ubiquitincarboxyl-terminalhydrolase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL48582.1| histoneH2A,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49281.1|gelsolinrepeatprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL42807.1|iron-sulfurflavoprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]
gb|EAL52075.1 | hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51200.2 | mutT/nudixfamilyprotein[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMDA47371.1|60SribosomalproteinL13,putative[EntamoebahistolyticakU27]

gb|EAL51562.1| GTP-bindingprotein,Rasfamily[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49741.1 | papainfamilycysteineproteasedomaincontainingprotein[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS] gb | EAL47859.1 | cysteinesynthaseA, putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMDA45404.1|60SribosomalproteinL2/L8[EntamoebahistolyticakU27]

gb|EMDA49335.1 | chaperoninCPN602mitochondrialprecursor,putative[EntamoebahistolyticakU27]
gb|EAL48676.2 | ubiquitin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL43117.1|60SribosomalproteinL24,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL50519.1|ribokinase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46728.1|acetyltransferase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|ABI79445.1 | cysteineproteinase5[Entamoebahistolytica] dbj| BAA00749.1|30,000-
Mrantigen[Entamoebahistolytical]

gb|EAL50241.1 | Oxysterolbindingprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49102.2 | RhofamilyGTPase[EntamoebahistolyticaHM-1:1MSS]

gb|EMS13483.1| peroxiredoxin,putative[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]

gb|EAL47925.1| hypotheticalproteinEHI_199160[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EDS89491.1 | hypotheticalproteinEHI_136220[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL49444.1| hypotheticalproteinEHI_010350[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

dbj| BAN38648.1 |translationinitiationfactorelF-5A, putative[Entamoebahistolytica]
gb|EMDA48293.1 | copine,putative[EntamoebahistolyticakU27]

gb|EAL52001.1| hypotheticalprotein,conserved[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL45131.1| proteasomealphasubunit,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL42849.1|Rabgeranylgeranyltransferasebetasubunit, putative[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS] gb|EAL52010.2 | Rhoguaninenucleotideexchangefactor,putative[EntamoebahistolyticaHM-
1:IMSS] gb | EAL51182.1 | oxysterolbindingprotein,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL51512.1|Arginase,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
dbj|BAN37862.1|ribosomalproteinL10,putative[Entamoebahistolytica]

gb|EAL46251.1| hypotheticalproteinEHI_138920[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

dbj| BAN39003.1 | ribosomalproteinS4,putative[Entamoebahistolytica]
gb|EMD46378.1|serinecarboxypeptidase(S28)familyprotein[EntamoebahistolyticakU27]
gb|EMDA43764.1| puromycin-sensitiveaminopeptidase,putative[EntamoebahistolyticakKU27]
gb|EMDA44095.1 | actinsubfamilyprotein[EntamoebahistolyticakU27] dbj| BAN37930.1 | Fe-
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hydrogenase,putative[Entamoebabhistolytica] gb | AAP73786.1|synaptobrevin-
like2[Entamoebahistolytica] dbj|BAN37915.1|typeAflavoprotein,putative[Entamoebahistolytica]
gb|EAL49814.2 | hypotheticalproteinEHI_198620[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EMS15331.1| DnaKfamilyprotein[EntamoebahistolyticaHM-3:IMSS]
gb|EAL44532.1|60Sribosomalproteinl27,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
gb|EAL46785.1 | synapsin,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]

gb|EAL48052.1 | eukaryotictranslationinitiationfactor6,putative[EntamoebahistolyticaHM-1:IMSS]
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Abstract

The cyst stage of Entamoeba histolytica is a promising therapeutic target against human
amoebiasis. Our research team previously reported the production in vitro of Cyst-Like
Structures (CLS) sharing structural features with cysts, including rounded shape, size
reduction, multinucleation, and the formation of a chitin wall coupled to the overexpression
of glucosamine 6-phosphate isomerase, the rate-limiting enzyme of the chitin synthesis
pathway. A proteomic study of E. histolytica trophozoites, cysts, and in vitro-produced CLS
is reported herein to determine the nature of CLS, widen our knowledge on the cyst stage,
and identify possible proteins and pathways involved in the encystment process. Total pro-
tein extracts were obtained from E. histolytica trophozoites, CLS, and partially purified cysts
recovered from the feces of amoebic human patients; extracts were trypsin-digested and
analyzed by LC-MS/MS. In total, 1028 proteins were identified in trophozoites, 550 in CLS,
and 411 in cysts, with 539, 299, and 84 proteins unique to each sample, respectively, and
only 74 proteins shared by all three stages. About 70% of CLS proteins were shared with
trophozoites, even though differences were observed in the relative protein abundance.
While trophozoites showed a greater abundance of proteins associated to a metabolically
active cell, CLS showed higher expression of proteins related to proteolysis, redox homeo-
stasis, and stress response. In addition, the expression of genes encoding for the cyst wall
proteins Jessie and Jacob was detected by RT-PCR and the Jacob protein identified by
Westemn blotting and immunofluorescence in CLS. However, the proteomic profile of cysts
as determined by LC-MS/MS was very dissimilar to that of trophozoites and CLS, with
almost 40% of hypothetical proteins. Our global results suggest that CLS are more alike to
trophozoites than to cysts, and they could be generated as a rapid survival response of tro-
phozoites to a stressful condition, which allows the parasite to survive temporarily inside a
chitin-like resistant cover containing Jacob protein. Our findings lead us to suggest that
encystment and CLS formation could be distinct stress responses. In addition, we show that
cysts express a high number of genes with unknown function, including four new, highly
antigenic, possibly membrane-located proteins that could be targets of therapeutic and
diagnostic usefulness.
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Introduction

Amoebiasis, a disease caused by the protozoan parasite Entamoeba histolytica, is the second
cause of death due to intestinal parasitic infections [1, 2]. The Global Burden of Diseases, Inju-
ries, and Risk Factors Study estimated in 55,500 the number of deaths due to amoebiasis world-
wide in 2010 [3]. Amoebiasis is acquired by ingesting water or food contaminated with E.
histolytica cysts. This latent stage, whose chitin wall allows for its survival outside the host, is
responsible for disseminating the parasite from one host to another, spreading the disease.
Excystation occurs once the cyst reaches the small intestine, particularly the ileum, releasing
trophozoites, the parasite stage that proliferates in the human large intestine and is responsible
for the symptoms of amoebiasis [1, 4]. Most studies on E. histolytica infection have focused on
the trophozoite stage, which is relatively easy to grow in axenic culture media. Unfortunately,
information on the cyst stage is very scarce due to its inability to replicate and the lack of repro-
ducible methods for promoting trophozoite encystment and cyst excystation in vitro.

Recently, omics technologies have provided large amounts of information on genome
expression. While over 15 transcriptome studies have been performed on E. histolytica tropho-
zoites under different conditions, to our knowledge only one study has been done on the cyst
stage [5-8]. The same goes for proteomic studies on amoebiasis. Most works have focused on
analyzing the expression profiles of trophozoites in different cell organelles under various con-
ditions. By two-dimensional electrophoresis followed by MS, it has been analyzed whole
extracts, and both soluble and insoluble proteins (400-1500 spots) [9, 10], several membrane,
cytoskeletal, and signaling-associated proteins as well as metabolic and ribosomal proteins
attached to the Gal/GalNac lectin [11]. Other studies have included phagosome composition
and proteins associated to the phagocytosis process [12-16], the cell surface proteome that
identified 12 protein families [17], the pre-mRNA splicing complexes that identified 36 pro-
teins as involved, and other 50 proteins as possibly involved in co-transcriptional processes
[18], 33 proteins modulated in cells overexpressing the EhPC4 transcription factor [19] and a
pull-down assay that identified two endoribonucleases interacting with the EnCAF1 deadeny-
lase [20]. In a more recent study, the components of trophozoite ER and Golgi apparatus were
determined. About 1,500 proteins were grouped into two main classes, traffic machinery and
GTPases, and about 100 markers were identified in both compartments [21]. Additionally, a
comparison of the E. histolytica proteome with that of the related non-pathogen amoeba E. dis-
par has allowed the identification of peroxiredoxin and alcohol dehydrogenase 3 as proteins
associated to virulence and pathogenicity [22,23].

In contrast, only one proteomic study on the cyst stage of E. histolytica has been published
to date. In that work, cysts were partially purified from five stool samples from patients infected
with E. histolytica and each sample was analyzed by LC-MS/MS. In total, 417 different proteins
were identified in the five samples, 95 of which were classified as stage-specific [24]. Although
that study provided valuable information about the composition of the cyst, there are still no
studies focusing on the process of encystment in E. histolytica, which could have a high impact
on the disease control. Encystment of the reptilian parasite E. invadens has been used as a
model for the process in E. histolytica. However, unlike E. invadens that encyst in vitro rela-
tively easy [25-28], the stimuli capable of inducing differentiation in E. histolytica remain
unknown, suggesting that the process is more complex than in the related species. Another
approach to studying the encystment process in E. histolytica arose with the description of
cyst-like structures (CLS) obtained from trophozoites cultured under different conditions.
Thus, detergent-resistant CLS have been obtained in vitro by incubating trophozoites with a
mixture of Mg**, Mn®", and Co™" ions [29] or with enterobacteria at a high CO, tension in the
presence of histamine [30]. Moreover, chitin-like material was detected by HPLC in CLS
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obtained with the mixture of Mg®*, Mn?*, and Co®" ions, suggesting that this treatment stimu-
lates E. histolytica pathways related with chitin-like biosynthesis [31]. CLS described in a study
by our research group were obtained under treatment of axenic trophozoites with 4mM hydro-
gen peroxide plus traces of metallic cations for 4 h [32]. These CLS showed features closely
resembling genuine cysts, including rounded shape, size reduction, refringence, multinuclea-
tion (mainly 2 or 3 nuclei, and occasionally 4), and overexpression of glucosamine 6-phosphate
isomerase, the rate-limiting enzyme in the chitin synthesis pathway [32]. In a subsequent
study, CLS formation by hydrogen peroxide was inhibited in trophozoites in which glucos-
amine 6-phosphate isomerase expression was silenced by siRNA [33].

This study aimed to determine whether hydrogen peroxide-obtained CLS constitute an
intermediate stage in the transformation of E. histolytica trophozoites into cysts, by performing
a global comparison of the proteomes of E. histolytica trophozoites, cysts, and CLS obtained by
LC-MS/MS. In addition to shed light on the proteomic nature of E. histolytica CLS obtained in
vitro, this study provides new data on cyst composition, including several previously unpub-
lished potential therapeutic and diagnostic targets.

Material and Methods
Entamoeba histolytica cultures
E. histolytica strain HM1: IMSS trophozoites were maintained in TYI-§-33 medium [34] sup-

plemented with 15% adult bovine serum (Microlab), 3% vitamins (SAFC, Biosciences), and 1%
antibiotic/antimycotic (Gibco) at 37°C under axenic conditions for 72 h.

Cyst-like structures (CLS) induction

CLS induction was performed as previously reported [32]. Briefly, trophozoites were cultured
in 50-ml bottles containing TYI-8-33 medium (approximately 5 x 10° trophozoites per bottle)
for 72 h and treated for 4 h with hydrogen peroxide 4 mM, 0.02 ppm of each Co, Cd, Cu, Ni,
and Zn cations, and 0.01 ppm of Fe (Merck). After treatment, CLS were extensively washed
with phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4, at 4°C, centrifuged at 150 x g for 5 min, resus-
pended in sarkosyl 0.1% in PBS, and allowed to sit for 20 min at room temperature. After three
washes, the pellets of detergent-resistant CLS were processed to obtain protein extracts. In
addition, aliquots of unstained and calcofluor white-stained CLS were analyzed under light and
UV microscope, respectively, and used as fresh as possible in immunofluoresce experiments.

Human stool samples

Human stool samples were provided by Laboratories CARPERMOR (Mexico City) following
all applicable ethical protocols, including patient signed consent for sample donation. Approxi-
mately 80 samples, coprology-positive for complex E. histolytica/E.dispar, and as fresh as possi-
ble were processed for DNA isolation following all security measures for a biological sample
level 2, as described below.

DNA purification from human stool

The QlAamp® DNA Stool Kit (Qiagen) was used to purify DNA from human stool samples
according to the supplier's directions. Briefly, 200 mg of each stool sample were weighed into a
2-ml microcentrifuge tube, added with 1.4 ml of ASL buffer and homogenized by vortexing.
The mixture was heated for 5 min at 70°C and then homogenized and centrifuged at maximum
speed for 1 min. The supernatant (approximately 1.2 ml) was placed in a new 2-ml tube and an
Inhibitex tablet was added; the mixture was homogenized until dissolved and incubated for 1
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min at room temperature. The tube with the mixture was centrifuged at full speed for 3 min
and the supernatant (200 pl) was placed in a 1.5-ml tube containing 15 pl of proteinase K and
200 pl of AL buffer. The solution was mixed for 15 s until homogenized and incubated at 70°C
for 10 min. After incubation, 200 pl of 96-100% ethanol was added, and the mixture was placed
in an affinity column. The column was centrifuged at maximum speed for 1 min, washed twice
with 500 yl of each AW1 and AW2 buffers, and centrifuged at maximum speed for 3 min. The
column was transferred to a 1.5-ml tube, and the DNA was eluted from the column with 200 pl
of AE buffer, incubated for 1 min at room temperature and centrifuged at maximum speed for
1 min. The obtained DNA was stored at ~20°C until used.

E. histolytica and E. dispar differential detection by PCR

Since E. dispar cysts are not visually distinguishable from E. histolytica cysts, a PCR assay was
performed to identify both species in DNA from the coprology-positive feces obtained as men-
tioned above. A common forward primer EntaF 5-ATG CAC GAG AGC GAA AGC AT-3’
and two species specific reverse primers EhR 5'- GAT CTA GAA ACA ATG CTT CTCT-3’
and EdR, 5-CAC CAC TTA CTA TCC CTA CC-3’, were used for E. histolytica and E. dispar
identification, respectively [35]. PCR reactions were performed on 100 ng of purified DNA
using a HotStar Taq plus Master Mix Kit (Qiagen), according to the manufacturer’s directions.
Reactions were run as follows: 94°C for 7 min; 35 cycles of 94°C for 90 s, annealing for 1 min;
72°C for 1 min; and final incubation at 72°C for 7 min. Annealing temperature was set to 56°C
for E. histolytica and to 58°C for E. dispar specific reverse primers, respectively. Amplicons
were separated in 1%-agarose gels after staining with ethidium bromide, and visualized under

UV light.

Cyst isolation

Cysts were partially isolated from 10 stool samples positive for E. histolytica by PCR, as
reported elsewhere [36]. Briefly, approximately 7 g of each stool sample were homogenized
with 40 ml of PBS. Large particles were removed by filtering through a double-layer gauze. Fil-
trates were centrifuged at 150 x g for 7 min at 4°C; supernatants were decanted and pellets
were extensively washed with PBS until supernatant was clear. Pellets were resuspended in 5
ml of distilled water. Suspensions were gently layered onto 40 ml of sucrose 1.5 M and centri-
fuged at 500 x g for 10 min at 4°C. Immediately, the cyst-containing interface was carefully
removed, mixed with 20 ml of distilled water and centrifuged at 150 x g for 5 min at 4°C. Pellets
were resuspended again in 5 ml of distilled water, layered onto 15 ml of sucrose 0.75 M, and
centrifuged at 500 x g for 15 min at 4°C. Pellets containing cysts were stored at 4°C in PBS with
sodium azide until used.

Preparation of E. histolytica trophozoite, CLS and cyst protein exiracts

To obtain trophozoite total extracts, cultures of 72 h were chilled on ice for 5 min and the cells
harvested by centrifugation at 150 x g for 5 min. Then, trophozoites were transferred to Falcon
tubes and washed five times with PBS followed by centrifugation at 150 x g for 5 min. Pellets
from trophozoite or CLS mentioned above were washed and placed in 1 ml of PBS with prote-
ase inhibitors (Complete tablet, Sigma) on ice for 15 min. Then, samples underwent 10 liquid
nitrogen/37°C freeze-thaw cycles and were centrifuged at 16,000 x g for 30 min at 4°C. Super-
natants (total protein extracts) were transferred to clean tubes, and protein concentration was
determined by the Bradford method [37]. Extracts were aliquoted and stored at -70°C until
used.
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Cyst protein extract was prepared from a pool of isolated cysts (about 2 x 10°) from 10
PCR-positive samples for E. histolytica, as follows: cysts were washed and placed in 500 pl of
PBS with protease inhibitors (Complete tablet, Sigma) on ice for 15 min. Then, samples under-
went 10 liquid nitrogen/37°C freeze-thaw cycles and sonication for 30 min (15 s/15 s rest), fol-
lowed by centrifugation at 16,000 x g for 30 min at 4°C. Supernatants (total protein extracts)
were transferred to clean tubes, and protein concentration was determined by the Bradford
method [37]. Cyst protein extract was stored at -70°C until used.

Sample preparation for LC-MS/MS analysis

About 40 pg of the trophozoite, CLS and cyst protein extracts were applied to 12% polyacryl-
amide gels and run just enough time to allow the mixture of proteins to enter the stacking gel
and concentrate as a coarse band. Bands from each sample (trophozoites, cysts and CLS) were
cut under sterile conditions and sent to Bioproximity Laboratories (Chantilly, VA) for LC-MS/
MS analysis.

Protein denaturation and digestion

Samples were prepared for digestion by the filter-assisted sample preparation (FASP) method
[38]. Briefly, the samples were suspended in 2% SDS, 50 mM Tris-HCl, pH 7.6, 3 mM DTT,
briefly sonicated, and incubated at 40°C for 20 min. Samples were clarified by centrifugation,
and then supernatants were transferred onto 30-kDa MWCO Amicon columns (Millipore),
centrifuged at 13,000 x g for 30 min and resuspended in 8 M urea, 100 mM Tris-HCI, pH 7.6.
Proteins in the sample were then alkylated with 15 mM iodoacetamide. After diluting in 2M
ures, proteins were digested overnight with trypsin at an enzyme: substrate ratio of 1:40 at
37°C with constant agitation. Digested peptides were collected by centrifugation.

Peptide desalting

About 20 pg of the digested peptides were desalted using C18 STAGE stop-and-go extraction
tips [39]. Briefly, a C18 STAGE tip was activated with methanol for each sample, and then con-
ditioned with acetonitrile 60%:acetic acid 0.5%, followed by acetonitrile 2%/acetic acid 0.5%.
Samples were loaded onto the tips and desalted with acetic acid 0.5%. Peptides were eluted
with acetonitrile 60%:acetic acid 0.5% and lyophilized in a SpeedVac (Thermo Savant) appara-
tus to near dryness.

Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)

Peptides were analyzed by LC-MS/MS. LC was performed on an Easy-nLC 1000 UHPLC sys-
tem (Thermo Scientific, Waltham, MA). Mobile phase A was 97.5% MilliQ water, 2% acetoni-
trile, 0.5% acetic acid. Mobile phase B was 99.5% acetonitrile, 0.5% acetic acid. LC gradient ran
from 0% B to 35% B over 210 min, then to 80% B for further 30 min. Samples were loaded
directly into a C18 50 cm x 75 pm column (Thermo Easy Spray PepMap). LC was interfaced to
a quadrupole-Orbitrap mass spectrometer (Q-Exactive, Thermo Fisher) via nano-electrospray
ionization using a source with an integrated column heater (Thermo Easy Spray). The column
was heated to 50°C. An electrospray voltage of 2.2 kV was applied. The mass spectrometer was
programmed to acquire, by data-dependent acquisition, tandem mass spectra from the top 20
ions in the full scan from 400-1200 m/z. Dynamic exclusion was set to 15 s, single-charged
ions were excluded, isolation width was set to 1.6 Da, full MS resolution to 70,000 and MS/MS
resolution to 17,500. Normalized collision energy was set to 25, automatic gain control to 2e5,
maximum fill MS to 20 ms, maximum fill MS/MS to 60 ms and the underfill ratio to 0.1%.
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Data processing and library searching

Mass spectrometer RAW data files were converted to the mz5 format using the ms convert
[40]. Briefly, all searches required 10 ppm precursor mass tolerance, 0.02 Da fragment mass
tolerance, strict tryptic cleavage, 0 or 1 missed cleavages, fixed modification of cysteine alkyl-
ation, variable modification of methionine oxidation, and expectation value scores of 0.01 or
lower. Proteins were required to have 1 or more unique peptides across the analyzed samples
with E-value scores of 0.01 or less.

Bioinformatic analysis

Proteins identified in trophozoite, cyst, and CLS total extracts were analyzed with the BioVenn
software for Venn diagram construction, STATISTICA 12 for correlation analysis, and
DAVID Bioinformatics Resources 6.7 for functional classification [41, 42]. The proteins identi-
fied were also mapped with Gene Ontology terms using the Panther DB [43,44], and the over-
representation test was performed using a P-value < 0.05. Those proteins that could not be
annotated using Panther were annotated with Argot2 (total score > 200) [45-47]. The sub-cel-
lular location of some proteins was predicted using CELLO v2.5 [48,49], and antigenicity was
predicted using the Kolaskar and Tongaonkar antigenicity scale [50].

E. histolytica trophozoites, CLS and cyst RNA purification

RNA was purified from trophozoites or CLS with the Direct-zol RNA MiniPrep kit (Zymo
Research, Irvine, CA). Briefly, approximately 10° trophozoites or CLS were added with 1 ml of
Trizol and homogenized by vortexing. Subsequently, 1 ml of ethanol was added, and the
homogenate was vortexed and placed on a Zymo-Spin I1C Column and centrifuged for 1 min
at maximum speed. Then, the column was treated with 400 pl of RNA Pre Wash and washed
with 700 pl of RNA Wash buffer, and then centrifuged for 1 min at maximum speed. Finally,
the column was transferred to an Eppendorf tube and RNA was eluted with 50 pl of RNase-
free water. RNA was quantified and stored at -70°C until used.

Cyst RNA was purified from the 0.25 g of sample stool with the Power Microbiome RNA
isolation kit (MO BIO Laboratories, Carlsbad, CA) following the manufacturer's directions.
Briefly, stool was placed into a 1-ml tube; 650 pl of PM1 were added; the tube was vortexed for
10 min and centrifuged at maximum speed for 1 min. The supernatant was transferred into a
new tube, 150 pl of PM2 solution were added, and the mixture was centrifuged for 1 min. The
supernatant was collected into a new tube and 650 pl of PM3 and PM4 solutions were added.
Then, 650 pl of supernatant were loaded onto a Spin Filter and centrifuged for 1 min; 650 pl of
PMS5 Solution were added and the Spin Filter was centrifuged for 1 min. Then, 50 ul of DNase [
Solution and 400 pl of PM7 Solution were added to the Spin Filter and it was centrifuged for 1
min. The column was washed with PM5 and PM4 solutions and centrifuged for 1 min after
each wash. Finally, RNA was eluted with 50 pl of RNase-free water. RNA was quantified and
stored at -70°C until used.

Reverse transcriptase PCR

RT-PCR was performed using the SuperScript One-Step RT-PCR kit with Platinum Tagq (Invi-
trogen, Carlsbad, CA) following the manufacturer’s specifications. Reactions were run using
200 ng of RNA from each sample. Samples were amplified as follows: 55°C for 30 min; 94°C
for 2 min; 40 cycles of 94°C for 15 s; annealing for 30 s; 70°C for 1 min; and final incubation at
68°C for 10 min. Annealing temperature and the primers used are summarized in Table 1.
Amplicons were resolved in 1% agarose gels for visualization.
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Table 1. Oligonucleotides used for RT-PCR of Eniamoeba histolytica cyst wall proteins.

Sequence
Accession

XM_001913371.1
XM_646281.2

XM_645264.2

XM_001914280.1

XM_001914339.1
AF401986
AF401987
AF401888
AF401984.1
XM_652120.2

AF0825617

Protein name

Malic enzyme, putative

fructose-
1,6-bisphosphate
aldolase, putative

glyceraldehyde-
3-phosphate
dehydrogenase,
putative

Gal/GalNAc (Fragment
LC3)

Peroxiredoxin
Chitinase Jessie 1
Chitinase Jessie 2
Chitinase Jessie 3
Lectin Jacob

Chitin Synthase 2,
putative
ADP-ribosylation factor
(ARF)

dol:10.137V/journal.pone.0156018.t001

Primers F/R5' -3’

ACTCGGATCCATGGCACAATTAAAAGCAGATTCCTCGAGTTTTCCAGTGACTTTGTTAA
ACTCGGATCCATGGCTGCTAAGACTGTTAACATTCCTCGAGATACCATGATTTTCCTGCTGAG

ACTCGGATCCATGTCAATTAAGGTCGATATTAATTCCTCGAGATGAACTTTAGAAATGATTTGGA

TAGAAAGCTTATGTTCTAGTTTAACATGTCCATTTTTCTAGATTAACATGTTTTICTITGTGTAAATAG

ACTCGGATCCATGTCTTGCAATCAACAAAAAGATTCCTCGAGTCTTGTTTGTTTTAATGTTGTTAA
AAGTGGATCCATGACACTAATTATTTTCTTACCAAGCTTTTATTTATAATTTTCATAAA
AAGTGGATCCATGATGATATTAATCATTTTACCAAGCTTTTAACAATAATCATCATTT
AAGTGAATTCATGAAATTAGCTGTTTTAATACCAAGCTTTTATTTTGAATAATGAACT
AAGTGGATCCATGAAAGCATTACTTGTTATCCCAAGCTTTTAATAACATGGATTGTTA
AAGTGGATCCATGTCAGTGAGTTTCCTTATCCCAAGCTTTTACTCTGAATGAGAAAGG

GTAGGACTTGATGCGTGAAGAATTAATGA

Amplifled  Annealing

slize T°C
1464 52
990 61
1000 58
1028 59
711 58
273 63
294 65
1800 65
456 66
2841 68
259 51

o | SOTd
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Western Blot against Jacob protein

A Western blot was performed to identify the Jacob protein in CLS and cysts. 15 pg of each
sample were resolved in a 12% acrylamide gel and then transferred to a PVDF membrane. The
membrane was blocked with milk 10% for 1 h at 37°C. Anti-Jacob 1:1000 (kindly donated by
Dr. W.A. Petri Jr.) incubated overnight at 4°C and a goat HRP-conjugated anti-rabbit 1:50,000
(62-6120 ZYMED, San Francisco, CA) incubated for 2 h at 37°C, were used as primary and
secondary antibodies, respectively. The Immune complex in the membrane was developed
with the Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate kit (Thermo Scientific).
Extract from trophozoites was used as a negative control.

Immunofluorescence against Jacob protein

CLS and cysts were fixed with paraformaldehyde 4% for 30 min at room temperature. Then,
samples were washed three times with PBS and permeabilized with Triton 1% for 1 h at 50°C.
Samples were blocked with BSA 1% for 1 h, and treated with the anti-Jacob 1:200 incubated
overnight at 4°C and goat FITC-conjugated anti-rabbit 1:200 (F1262, Sigma, St. Louis, MO)
incubated for 2 h at 37°C, were used as primary and secondary antibodies, respectively. Sam-
ples were immediately visualized under a fluorescence microscope. Trophozoites processed in
parallel were used as a negative control.

Results
CLS and cyst selection for the study

CLS were obtained after a 4-h treatment with hydrogen peroxide 4 mM as previously reported
[32]. After detergent resistance selection with sarkosyl 0.1% for 20 min, the morphology of the
obtained structures was verified by microscopy. CLS showed a rounded shape, size reduction,
and refringence that resemble cysts isolated from fecal samples (Fig 1A). In addition, the cover
of CLS was strongly stained with calcofluor white (Fig 1 A); previous studies using CFDA
showed that CLS are still viable at this time of treatment [32]. On the other hand, 10 stool sam-
ples were selected by PCR as uniquely positive for E. histolytica (~100 bp band) from 80 puta-
tively positive amoeba samples as determined by coproparasitoscopic analysis. The other 70
samples were excluded from this study because they were either positive by PCR for E. dispar
(~700 bp band) or negative for both amoeba species. In Fig 1B, a representative agarose gel
with 4 samples analyzed by PCR is shows.

Comparison of E. histolytica trophozoites, cysts and CLS proteomic data
Raw protein extracts from trophozoites, CLS, and cysts were analyzed by mass spectrometry.
In total, 1990 proteins were identified: 1029 in trophozoites, 550 in CLS, and 411 in cysts (Fig
2A). However, only 1419 E. histolytica proteins were identified as different (S1 Table). This rep-
resents about 14% of the theoretical proteome of the parasite based on 9,938 predicted genes
[51, 52]. Among the 1029 proteins identified in trophozoites, 789 are annotated and 240 are
hypothetical proteins (23%). Out of the 550 proteins identified in CLS, 443 are annotated and
107 are hypothetical (19%), whereas out of the 411 proteins identified in cysts 250 are anno-
tated and 161 proteins are hypothetical (almost 40%) (Fig 2B). The number of proteins identi-
fied in trophozoites was roughly the double of those found in cysts and CLS. About 25% of all
proteins identified in this study are hypothetical or have not been characterized yet (All proteo-
mic data have been deposited in the Proteome Xchange database under Accession No.
PXD004030).
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A)  Trophozoite CLS CLS Cyst

B)

E h+ Ed+ 1 2 3 4

Fig 1. CLS induction and stool samples positive for E. histolytica. A) Samples used in this study. From left to right: E.
histolytica trophozoites, CLS (induced from trophozoites after a 4 h treatment with H;O, 4 mM), CLS stained with calcofluor white
and a cysts partially purified from a fecal sample and stained with Lugol. B) Representative agarose gel of the PCR products
differentiating E. histolytica from E. dispar. Samples 1 and 4 were positive to E. dispar, sample 3 to E. histolytica and sample 2
negative. £. histolytica and E. dispar trophozoite DNA were used as positive controls (En+and Ed).

doi:10.1371/journal. pone.0156018.g001

A comparison of the three proteomes showed that only 74 proteins are shared among tro-
phozoites, cysts, and CLS (Fig 2A and Table 2). Additionally, 385 proteins are shared by tro-
phozoites and CLS, whereas 31 proteins are shared by trophozoites and cysts. Only 7 proteins
are shared between cysts and CLS. The analysis also showed 539, 299, and 84 proteins unique
to trophozoites, cysts, and CLS samples, respectively. Therefore, based on the numbers of dif-
ferent proteins either shared or unique to each sample, CLS seem more akin to trophozoites
than to cysts. To verify this, a statistical correlation test comparing all proteins identified in the
three samples was performed. The results showed that CLS are more closely related to tropho-
zoites than to cysts (R = 0.9 vs. 0.7, respectively; Fig 2C, black bars). It is noteworthy that when
proteins were grouped as annotated or hypothetical, very low association levels were found
between hypothetical proteins in trophozoites and CLS with respect to cysts (0.03 and 0.05,
respectively; Fig 2C, gray bars).

The results show that the differences in trophozoites and CLS from cysts are largely based
on hypothetical proteins when the presence or absence of proteins, rather than their relative
abundance, is considered. This is interesting in the sense that hypothetical proteins in E. histo-
Iytica cysts could be important for the generation and/or maintenance of this stage. When the
group of 74 proteins shared by the three samples was compared on the basis of relative abun-
dance (peptide-hit score), 24 actin entries showed the highest peptide-hit score in all three sam-
ples. It is remarkable that peptide-hits for cellular metabolism proteins like pyruvate phosphate
dikinase, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, malic enzyme, phosphoglycerate kinase,
fructose 1,6-bisphosphate aldolase, and galactokinase were more than double in trophozoites
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Fig 2. Comparison of proteomic data obtained from E. histolytica trophozoites, cysts and CLS. A)
Proteome comparison using the BioVenn software. B) Percentage of annotated and hypothetical proteins
identified in each sample. C) Global protein association between samples, labeled as total, annotated, or
hypothetical proteins as determined by correlation test. R-values closer to 1 indicate a closer association. T:
Trophozoite; CLS: cyst-like structure; C: cyst.

doi:10.1371/joumal.pone.0156018.g002

than in CLS and cysts (Table 2). In contrast, peptide-hit score was higher, in some cases two or
three times higher, for oxidative stress enzymes like peroxiredoxin and two HSP70 (Bip and a
putative one), as well as for disulfide isomerase and EF-hand calcium-binding domain-contain-
ing proteins in CLS samples than in trophozoites and cysts. It is worth mentioning the high
expression in CLS of the 170-kDa heavy subunit of galactose-inhibitable lectin, given its role in
cyst wall formation in E. invadens [53]. Finally, in cysts, the abundance of malic enzyme, puta-
tive 70-kDa heat shock proteins, and a 14-3-3 protein was relatively high, in addition to actins
(Table 2).

As mentioned above, hundreds of unique proteins were identified in trophozoite and cyst
samples, whereas CLS shared most proteins with trophozoites. Unique proteins with a high
peptide-hit score may be stage-specific and might play a functional role. A list of the 15 top
highly abundant, unique proteins of each sample and their possible function is shown in
Table 3. Proteins involved in DNA-binding, translation, ribosome biogenesis, and actin poly-
merization were identified as relatively abundant in trophozoites. Grainin, a granule calcium-
binding protein probably involved in control of endocytotic pathways and granule discharge,
was identified in CLS with the highest peptide-hits score. Other unique proteins involved in
proton transport, proteolysis, and redox homeostasis and stress response were also identified.
In contrast, cysts showed high expression levels of many putative uncharacterized proteins (8
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Table 2. Proteins shared among trophozoites, cysts, and CLS as identified by LC-MS/MS.
No. of matched peptides /

ID Accesion Name
Uniprot Count peptide Hits
Trophozoites Cysts CLS
S0AUWSE Actin g7/645 10/68 46/373
S0AWJ4 Actin, putative 100/645 10/68 45/358
S0AWF4 Actin 96/640 10/68 45/363
S0AWZ1 Actin 100/639 10/68 46363
SO0AWJ9 Actin, putative 94/635 10/68 45/363
S0AUT4 Actin, putative 97/626 10/68 44/361
S0AUS7 Actin, putative 95/616 9/64 43/354
SOAVA7 Actin, putative 94/608 9/66 44/361
: S0AWA2 Actin, putative 91/605 10/68 40/331
S0AXB5 Actin, putative 83/596 11/70 40/331
Q24801 Pyruvate phosphate dikinase 113/587 2/4 ©B4/285
SO0AVTS Actin, putative 92/586 10/68 45/346
QaTYD6E Actin 96/583 10/68 43/342
SO0AURGE Actin, putative 90/583 9/64 40/332
S0AV23 Actin, putative 87/579 8/61 43/324
S0AVQ9 Actin, putative 90/568 10/68 46/337
S0AWT4 Actin, putative 74/536 8/63 34/396
BiN621 Actin, putative 79/487 9/66 38/282
S0AW09 Actin, putative 86/478 8/35 40/285
S0AV15 Actin, putative 75/444 8/38 38/280
S0AVT2 Actin, putative 66/421 7/50 35/251
C4ALVR9 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 71/333 172 30105
S0AX11 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 69/330 12  30h05
S0AYMO Actin, putative 80/316 319 321148
S0BOTO Actin, putative 73/282 2/15 30/133
S0B1Y3 Actin 73/276 2A5 20116
caLu72 Myosin heavy chain 100/226 n 37/73
Q07569 Myosin heavy chain 83197 " 31/65
B1N306 Elongation factor 2 69/195 1 12/28
BiN2Jo Malic enzyme, putative 52/185 25 2051
C4LY85 Ubiquitin, putative 11176 i 416
GS5EKLS Malic enzyme 48174 2/5 18/45
S0AW44 Malic enzyme, putative 46172 2/5  18/48
SOAZU7 Phosphoglycerate kinase 33156 1M 15/45
S0AWG4 Elongation factor 1-a 38/150 13 21/86
C4Mm3s5 Heat shock protein 70, putative 45150 2/5 19/54
015583 Actin 23/136 12 5/60
C4LXD7 Fructose-1,6-bisphosphate aldolase, putative 45133 23 16/36
S0BOR7 Elongation factor 1-a 33117 13 1872
C4am3zao Peroxiredoxin 31/98 14 27124
C4MB38 Protein disulfide isomerase, putative 29/93 11 35180
Q24835 Galactose-specific adhesin 170kD subunit 35/91 11 54/160
B1N3C7 Galactose-inhibitable lectin 170 kDa subunit, 33/90 1A 55/166
putative
BINSAS Peroxiredoxin 5 60 14 2
(Continued)
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Table 2. (Continued)

ID Accesion Name

Uniprot

015729 Peplidyl-prolyi cis-frans isomerase

C4LTMO Gal/GalNAc lectin heavy subunit

B1N486 Heat shack protein 70, putative

C4LYJ7 Galactokinase, putative

Cam770 70 kDa heat shock protein, putative

015601 Elongation factor 1a

077164 70 kDa heat shock protein Hsp70-Bip

C4AMOF4 14-3-3 protein 3

C4LVD3 Sulfate adenylyltransferase, putative

CAaMBY2 Polyadenylate-binding protein, putative

B1N336 408 ribosomal protein S4, putative

B1N368 Putative uncharacterized protein

C4aM711 Putative uncharacterized protein

C4MoP2 Filopodin, putative

CAMBE2 EF-hand calcium-binding domain containing
protein

Q9BLE4 Small GTPase Rab11B

Q24834 Disulphide oxidoreductase

QoBLE8 Small GTPase Rab7A

C4meS2 608 ribosomal protein L14, putative

C4MBZ5 Putative uncharaclerized protein

QBAWG0 EhRab11A protein

C4M846 26s protease regulatory subunit

caLyvz 608S ribosomal protein L7, putative

CALXG1 Purine nucleoside phosphorylase, putative

C4M7TS Ubiquitin-activating enzyme, putative

B1N384 60S ribosomal protein L4, putative

C4M3X0 Calcium-transporting ATPase

Q27642 Calcium-transporting ATPase

C4LYNO Putative uncharacterized protein

camovz Multidrug resistance protein, putative

Proteins in bold are discussed in the text

doi:10.1371/jounal.pone.0156018.1002

No. of matched peptides /
Count peptide Hits
Trophozoites Cysts CLS
16/89 1A 513
29/81 11 50153
20/69 25 o128
21/61 12 10/30
24/59 22 43MTT
12/55 13 826
21/50 22 37142
18/47 14 5M1
20/43 22 e
16/28 1n 35
11/27 mnm e
14/26 i 24
9/26 1" 2
11/21 N e
an7 14 am2
a7 Mm e
6/16 M 34
4114 22 24
5/13 e 2
8/12 s
&/11 M 56
6/10 T e
6/9 W
37 M e
416 13 24
2/5 "o 2
a5 2/ 23
2/4 M 23
2/2 1M 4
11 " 13

out 15 proteins with the highest peptide-hit score) in addition to a putative nuclear transcrip-
tion factor, an aminoglycoside 3'-phosphotransferase, and an alkyl sulfatase.

Predictions of functional analysis of the annotated proteins (approximately 75% of all iden-
tified proteins) using the bioinformatics tool DAVID was performed [42]. Trophozoite, CLS,
and cyst proteins were grouped into different functional groups, with trophozoites showing
more functional protein groups than CLS or cysts. Trophozoite proteins were mainly grouped
in clusters of translation (40%), protealysis (15%), phospharylation (12%), and signal trans-
duction and amino acid activation processes (10%) (Fig 2, white bars). CLS proteins showed a
pattern quite similar to trophozoites, with translation, proteolysis, and signal transduction clus-
ters grouping over 50% of proteins, and with percentages close to those observed in
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Table 3. Proteins identified as unique with highest peptide-hit score in trophozoites, CLS, and cysts.
No. of matched peptides/ Count

Accession
number
Trophozoites
C4LV11
C4LWJ6
C4Lvo7
CA4LT49
B1N3R9
C4MOAS
C4mMoQ2
C4AM727
C4LUC?
C4LW30
C4L7B0
CAM7H1
caLzi2

B1N2Z3
C4LsVo
CLS

B1N4A1

C4LwWT1

Protein name

LIM zinc finger domain containing protein
Malate dehydrogenase, putative

40S ribosomal protein S24, putative
60S ribosomal protein L7a, putative
Putative uncharacterized protein

408 ribosomal protein S8

60S ribosomal protein L27, putative
Non-conventional myosin I1B

RNA modification enzymes, MiaB-family
40S ribosomal protein S6

Actobindin, putative

Tyrosyl-RNA synthetase, putative

60S acidic ribosomal protein PO, putative
ARP2/3 complex 20 kDa subunit, putative

Grainin, putative

Putative uncharacterized protein

Seri o s srksh
putative

Vacuolar ATP synthase subunit H, putative
Serine-threonine-isoleucine rich protein,
putative

Thioredoxin, putative

Glucosidase, putative

Uncharacterized protein

Putative uncharacterized protein

Heat shock protein 70, putative

Copine, putative

Putative uncharacterized protein

Cortexillin, putative

Nuclear transcription factor, putative
Putative uncharacterized protein
Aminoglycoside 3-phosphotransferase,
putative

Alkyl sulfatase, putative

Putative uncharacterized protein
Putative uncharacterized protein
Putative uncharacterized protein

DNA mismatch repair protein PMS1,
putative

peptides

17/35
9/32
7/30
11/29
10/27
16/26

12/24

11/24

11/23

12/23
8/23
10/23
9/22

10/21
10/21

9/22
10/18
815

o

14

vNgses 8

-t

4

®

®

1/4

zinc ion binding

(Continued)
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Table 3. (Continued)

Accession Protein name No. of maiched peptides/ Count  Function

number peptides

CALX70 Putative uncharacterized protein 115 " double-strand break repair via non-
homologous

C4aM4aWs Putative uncharacterized protein 1/5 unknown function

C4LYB9 Putative uncharacterized protein 14 unknown function

Camz2G7 Putative uncharacterized protein 1/4 phosphoric ester hydrolase activity

B1N3D1 Tyrosine-protein kinase 2, putative 13 ATP binding

BaU2P3 Organellar DNA polymerase 1 2/3 DNA replication

CALVES  Gerromeric protein E, putative 26 kinesindkemotorprotein

Molecular function shown in italics. Biological function shown in bold. Unknown function: Unknown function in E. histolytica.

doi:10.1371/journal.pone.0156018.1003

trophozoites (Fig 3, gray bars). Phosphorylation, signal transduction and, notably, non-mem-
brane bounded organelle clusters included around 60% of cyst proteins.

The functional categories that are either shared or unique among samples are shown in Fig
4, In total, 12 categories were shared by the three samples, including metabolic, transport, and
localization processes. Trophozoites and cysts shared three functional categories, while tropho-
zoites and CLS shared eight categories. It is important to mention that cysts and CLS failed to
share any functional categories. Furthermore, trophozoites, CLS, and cysts have 8, 1 and 11
unique categories.

An overrepresentation test was performed using PANTHER [43,44] to determine the bio-
logical processes that were enriched in each analyzed sample. Several processes were identified
as enriched in trophozoites (P < 0.001): a sulfur compound metabolic process, respiratory elec-
tron transport chain, generation of precursor metabolites and energy, translation and mono-
saccharide metabolic processes. Confirming the high identity of CLS with trophozoites, an
over-expression related to homologous processes in the former was also identified in the latter,

1680

< ! OiTrophozoite E GLS M Cyst

Number of Proteins

Nl 4 ¢ 45 . & &
€ & € ¢$f‘0“§,¢§@&‘§zf & o@@"iﬁ}f & é\r@"@
f & :;feé ':f “f‘
&

Fig 3. Functional classification of proteins identified in trophozoites, cysts, and CLS total extracts. The
number of proteins (left y-axis) in each of 19 functional groups is shown.

doi:10.1371/journal.pone.0156018.g003
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Fig 4. Comparison of functional categories among trophozoites, CLS and cysts. A functional
comparison among the three cell types is represented in a Venn diagram. Intersections show shared
Rwlions amicng the ansly2ed samplol. .

doi:10.1371/journal.pone.0156018.9004

except for the sulfur compound metabolic process. Furthermore, enrichment was also observed
in other CLS processes such as proteolysis and protein folding (P < 0.001). Finally, the most
enriched processes in cysts were phagocytosis, fatty acid metabolic processes, endocytosis, cel-
lular component movement, and organelle organization (P < 0.001). Tt is noteworthy that
translation and metabolism processes aren’t enriched in cysts. The complete enrichment analy-
sis is shown in 52 Table.

Validation of proteins identified in proteomic study by RT-PCR

Five proteins were selected to validate the proteomic findings in our study. Three proteins that
were identified as less abundant in CLS with respect to trophozoites (malic enzyme, fructose
1,6-bisphosphate aldolase, and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase {GAPDH]), and
two proteins more abundant in CLS than in trophozoites (peroxiredoxin, associated with oxi-
dative stress response, and the Gal/GalNac lectin, associated to encystment). In agreement with
the proteomic results, the RT-PCR showed that malic enzyme and fructose 1,6-bisphosphate
aldolase were not expressed in CLS, in contrast with trophozoites where the expression was
clearly detected (Fig 5). However, GAPDH showed similar expression levels in CLS and tro-
phozoites. On the other hand, peroxiredoxin mRNA expression was observed in CLS but not
in trophozoites, and the Gal/GalNAc lectin (fragment LC3 of the heavy chain) showed a 2-fold
increase in CLS with respect to trophozoites (Fig 5), in accordance with the proteomic results.
The ADP-ribosylation factor, used as internal control, was expressed at similar level in both
samples. Unfortunately, we were unable to amplify the mRNA of none of the tested genes for
validation in cyst RNA, although we amplified E. histolytica ribosomal RNA genes in that sam-
ple, suggesting that the messenger was present and intact (data not shown). The reason for the
lack of amplification is unknown, but it could be related with the low concentration of E. histo-
Iytica cyst mRNA in the sample due to contamination with other components in stool, or to an
arrest in RNA production because cyst is a metabolically inactive stage (latency stage).
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T CLSs T c1s
Wewbc Enzyre _ m CHGEYC
GADPH ARF
putative

Fig 5. Validation of proteins identified by RT-PCR. Five proteins were selected for RT-PCR validation. Left
above: malic enzyme. Left middle: F1-6BA, fructose 1,6-bisphosphate aldolase. Left below: GAPDH:
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. Right above: Gal/GalNAc lectin LC3 fragment. Right middle:
peroxiredoxin. Right below: ARF, ADP-ribosylation factor, used as loading control. T trophozoite, CLS: cyst-
like structure.

doi:10.1371/journal. pone.0156018.g005

However, ribosomal RNA would be amplified because it is the most abundant RNA form in a
cell. Oligonucleotides used in this study are shown in Table 1.

Expression analysis of cyst wall proteins in CLS

Even though our results indicate that CLS resemble more trophozoites than cysts, previous
studies in our group showed that CLS exhibit some morphological and structural characteris-
tics of cysts, including multinucleation and a detergent-resistant wall susceptible to calcofluor-
white staining [32]. In addition, CLS overexpress glucosamine 6-phosphate isomerase, the
rate-limiting enzyme of the chitin synthesis pathway, suggesting an activation of the chitin for-
mation route in CLS. However, except for the 170-kDa Gal-lectin subunit, other structural cyst
wall proteins expected to be present in E. histolytica cysts were not identified in the current
proteomic analysis, neither in CLS nor in cysts. Thus, the expression of genes encoding for
some of these proteins was evaluated by semi-quantitative RT-PCR using E. histolytica specific
primers for Jessie 1, 2, and 3; the Jacob protein; and chitin synthase. The ADP-ribosylation fac-
tor was included as a loading control. Primers used in this study are shown in Table 1.

Our resuits showed the expression of the cyst wall proteins Jessie 1, Jessie 3, and Jacob in
CLS, whereas only the Jacob protein mRNA was detected in trophozoites. Although CLS have
a detergent-resistant wall suggesting the presence of chitin, no chitin synthase expression was
detected in that stage (Fig 6). As mentioned above, we were unable to amplify mRNA from
none of the tested genes in cyst RNA.

J1 2 J3 Jacob cCS ARF

Fig 6. RT-PCR of transcripts encoding for cyst wall proteins in trophozoites and CLS. RNA was
isolated from trophozoites and CLS samples and used to perform a RT-PCR for a number of cyst wall specific
proteins: Jessie 1 (J1), Jessie 2 (J2), Jessie 3 (J3), Jacob, and chitin synthase (CS). RT-PCR of the ADP-
ribosylation factor (ARF) was used as an intemal control. Odd numbers: trophozoites samples; even
numbers: CLS samples.

doi:10.1371/joumnal.pone.0156018.g006
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Jacob protein expression in CLS

To determine whether the Jacob protein, previously reported in E. histolytica cyst wall [24], is
expressed in CLS, a Western blot of CLS extracts and immunofluorescence on CLS were per-
formed. A clear unique band of ~32 kDa was identified in CLS extracts, whereas a unique band
of ~62 kDa was identified in cysts extracts (Fig 7A). This difference could correspond to different
isoforms of the Jacob protein, being previously reported as highly polymorphic in cultured amoe-
bas and clinical isolates and showing multiple posttranslational modifications [54, 55]. Further-
more, the Jacob protein was also detected in CLS surface by immunofluorescence, although with
less intensity than the signal obtained in cysts (Fig 7B). This result suggests that this cyst wall pro-
tein is expressed in CLS, but as a different isoform to that expressed in cysts.

Analysis of cyst proteome

In 2012, Ali et al. published the first and to date only E. histolytica cyst proteome, using fecal
samples from Indian patients [24]. To contribute to the incipient knowledge of this essential
stage, our proteomic results were compared with the previously published data. While a similar
number of proteins were identified in both studies (417 against 411proteins), only 16 proteins

A) kpa T CLS C
62> -
32> —

B) Cyst CLs

Fig 7. Jacob protein expression in CLS and cyst. A)15 pg of sample protein were resolved on 12%
acrylamide gel (Coomassie blue-stained) and transferred to a PVDF membrane. Anti~Jacob 1:1000 and a
goat HRP-conjugated anti-rabbit 1:50,000 antibodies were used. Unique bands of around 30-kDa and
62-kDa were observed in CLS and cyst samples, respectively, but not in a trophozoites sample. T:
Trophozoite, CLS: Cyst-like structure, C: Cyst. B) Immunofluorescence on fixed and permeabilized cyst and
CLS using anti-Jacob 1:200 and a goat FITC-conjugated anti-rabbit 1:200 antibodies.

doi:10.1371/journal.pone.0156018.9007
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Table 4. Proteins identified in cysts in both studies.

Genename  ID Uniprot Name Sucellular localization % Antigenicity
EH 113570 CAMOW2  Kinesin-ike protein g Nuclear 43.17
EH 056650 C4M9T0 Serine/threonine-protein phosphatase Plasma membrane 5717
EH_103530 CALVI7 DNA primase Nuclear 56.31
EH_110170  C4LU71 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase domain containing protein ~ Nuclear 53.38
EH_086140 C4M369 Ras guanine Nucleotide Exchange factor, putative Plasma membrane 63.52
EH_094140  CALYK1 Rab GTPase activating protein, putative Nuclear 63.29
EH_004750 C4MO071 Signal recognition particle protein SRP54, putative Cytoplasm 42.0
EH_134750  C4AMO024 Protein tyrosine domain-containing protein Plasma membrane and Nuclear 61.6
EH_152380 C4LSS6 Protein kinase domain containing protein Nuclear 63.68
EH_184910  C4MiY4 Serina/threonine-protein kinase, putative Nuclear 50.34
EH_010740 C4LYWH1 Putative uncharacterized protein Nuclear 56.91
EH_031640 CAMBA2 Putative uncharacterized protein Cytoplasm 54.2
EH_123250 C4AMALS Putative uncharacterized protein Nuclear 337
EH 146970 C4M8ss Putative uncharacterized protein Plasma membrane and Nuclear  63.58
EH_148300 C4LT00 Putative uncharacterized protein Nuclear 48.65
EH 19490  CAMAV1  Haloacid dehalogenase-iike hydrolase domain-containing protein _ Cyloplasm 5619

Proteins are shown in bold with plasma membrane localization (potential therapeutic targets)

doi:10.1371foumal pone.0156018.1004

regarded as stage-specific were shared by cysts in both studies (Table 4). Therefore, the sub-cel-
lular location of these 16 proteins using CELLO v2.5 [48,49] and their antigenicity using the
Kolaskar and Tongaonkar antigenicity scale [50] were herein predicted. Our results showed 9
proteins with nuclear localization, three proteins located in the cytoplasm, two in the plasma
membrane, and two with both nuclear and plasma membrane locations. Noticeably, three out
the four of plasma membrane proteins presented an antigenicity score > 60%, and two of them
have transmembrane regions. These proteins could be considered previously undescribed E.
histolytica cyst-based therapeutic and diagnostic targets and deserve further studies (Table 4,
grey labels).

As mentioned above, about 40% of all identified cyst proteins were grouped as hypothetical
proteins, roughly the double of proteins identified in the same category for trophozoites and
CLS (Fig 2B). In order to further characterize those cyst proteins, all 161 hypothetical proteins
were categorized using Argot2 bioinformatics tool [45-47]. Theoretical functional categories
with three or more proteins, both biological and molecular, are shown in Table 5.

Discussion

A proteomic comparison among the E. histolytica trophozoite, cyst, and CLS stages was per-
formed for the first time in this study, employing LC-MS/MS on samples processed in parallel.
In addition to contributing to the identification of new stage-specific proteins in trophozoites
and cysts, which are completely differentiated parasite stages, the proteome of previously

3 uncharacterized, detergent-resistant structures, was analyzed. These cyst-like structures were
obtained in vitro by exposing axenic trophozoites to hydrogen peroxide 4 mM for 4 h. Similar
structures have been reported by other research groups in trophozoite cultures treated with dif-
ferent stimuli [29-31] when attempting to promote E. histolytica encystment in vitro, a critical
process for the continuity of the amoeba life cycle and disease transmission. The CLS obtained
by our group after oxidative stress showed structural features alike to real cysts, such as multi-
nucleation (2 and 3 nuclei), refringence, size reduction and a chitin-type cover which confers
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Table 5. List of functional categories, both biological and molecular, identifled with Argot2 for hypo-

thetical cyst proteins.
Biological process for hypothetical Molecular process for hypothetical proteins
proteins

Metabolic process Hydrolase activity

Positive regulation of GTPase activity ATP binding

Small GTPase mediated signal transduction  DNA binding

Phosphorylation Guanyi-nucleotide exchange factor activity

Nucleosome assembly Zinc ion binding

Protein phosphorylation Metal ion binding

Signal transduction Transferase activity, transfering phosphorus-containing
groups

Double-strand break repair Kinase activity

rRBNA processing Nucleic acid binding
Nucleotide binding
Protein serine/threonine kinase activity
RNA binding

SO A e et A £ e
doi:10.1371/joumal.pone.0156018.1005

resistance to detergent concentrations that usually lyse trophozoites. In addition, CLS overex-
pressed the gene encoding for GIn6PlI, the first enzyme in the theoretical chitin synthesis path-
way in E. histolytica [32]; on the other hand, its knockdown using siRNA drastically reduced
the formation of hydrogen peroxide-dependent CLS [33]. The absence of animal models for
infection with E. histolytica cysts has hindered the functional comparative studies with CLS,
leaving proteomic studies as a promising approach to determine the true nature of CLS and its
possible relevance to understand the amoebic encystment process.

A global proteomic analysis by LC-MS/MS showed that CLS are more alike to trophozoites
than to cysts. CLS shared 83.4% (459/550) of proteins with trophozoites and only 1.3% (7/550)
with cysts. The main differences with trophozoites were seen on the relative abundance of pro-
teins. These results were unexpected, since CLS obtained under exposure to hydrogen peroxide
exhibited structural features resembling cysts, as mentioned above [32,33]. Even though we
were unable to identify chitin-associated proteins neither in CLS nor in cysts by LC-MS/MS,
we detected the presence of the cyst wall protein Jacob by WB in extracts from both samples
but not in trophozoites, demonstrating that at least this protein is present in CLS. The reason
behind the difference in size between Jacob proteins identified by WB in cysts and CLS is
unknown, but it could be due to variants differentially expressed between the two samples, as it
is well known that E. histolytica has multiple genes encoding for Jacob isoforms [54, 55]. Fur-
thermore, the expression of mRNA encoding for the cyst wall proteins Jessie 1, Jessie 3, and
Jacob, but not Jessie 2 nor chitin synthase, were identified by RT-PCR in CLS, suggesting that
at least the mRNA encoding for two Jessie and the Jacob proteins were present. Thus, the diffi-
culty in detecting cyst wall proteins in CLS by proteomic analysis might be related to issues in
solubilizing chitin covers in the extracts. The previous proteomic study of E. histolytica cyst
detected those proteins after analyzing five individual samples, with a very low peptide-hit
score for each protein, supporting the scarcity of chitin wall-associated proteins in the extracts
[24]. By contrast, in our study we evaluated a pool of cyst samples, and this may have reduced
the possibility of detecting cyst wall proteins. Further studies regarding the protein composi-
tion of E. histolytica cyst and CLS walls should be conducted to confirm the presence of those
proteins in cysts and to determine whether they are also present in CLS.
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Proteome analysis showed that the most abundant CLS proteins include those involved in
proton transport, proteolysis, redox homeostasis, and stress response. In addition, proteins
involved in glycolysis and metabolism in general were found downregulated with respect to
trophozoites, suggesting a protective response against oxidative shock caused by exposure to
hydrogen peroxide. Noticeably, a previous report by Tomoyoshi’s group showed that oxidative
stress inhibits glycolysis while increasing glycerol production, with a concomitant activation of
the chitin biosynthesis pathway [56]. The results herein reported, along with the previous
report on a chitin-like cover in CLS, suggest that these structures could be generated in tropho-
zoites as a rapid survival response to a stressful condition, which allows the parasite to tempo-
rarily survive inside a chitin-like resistant cover while the insult passes. Then, we speculate that
CLS could revert to trophozoites if favorable conditions are met (our unpublished observa-
tions) or under adequate (unknown) stimuli they could follow their differentiation into real
cysts, a process that could involve several non-described stages and takes between 24-72 h as it
has been described in E. invadens and Giardia sp. [28,57]. Therefore, encystment could take a
long time for a protozoan to respond against environmental stress that can kill it within a few
hours or even minutes. Other possibility is that CLS will not proceed to cysts under any cir-
cumstance, and both structures are part of different processes. In this regard, structures called
"pseudocysts" have been reported to form under acute stress conditions, like exposition to
organic solvents, in the free-living amoeba Acanthamoeba, responsible for keratitis in humans
[58, 59]. These structures, which were formed quickly under stress, are partially resistant
thanks to a simple coat formed by some of the cyst wall proteins, and are reversible to tropho-
zoite under suitable conditions. Therefore, the authors of that work suggest that encystation
and pseudocyst formation are distinct responses to stress. Although the CLS herein studied
share some characteristics with Acanthamoeba pseudocysts, a similar pseudocyst development
has not been reported so far in E. histolytica; it would be interesting to evaluate this possibility.
Further structural, functional, and biochemical characterization studies on CLS are being car-
ried out in our laboratory to confirm this possibility.

On the other hand, the proteomic study herein reported has contributed to the knowledge
on the protein profile of the differentiation stages of E. histolytica, in particular the cyst stage,
for which there is only one previous report [24]. Thus, the trophozoite proteome described
here, equivalent to about 12% of the open reading frames predicted in the available parasite
genome [51, 52], reassert it as a highly metabolically active stage, mainly expressing proteins
associated to glycolysis/glycogen metabolism and cytoskeleton function, as described elsewhere
[10]. Based on peptide-hit scores, actin showed the highest relative abundance, followed by
proteins associated to proteolysis, phosphorylation, signal transduction, and translation, this
latter representing approximately 40% of total proteins. Furthermore, metabolic enzymes such
as fructose 1,6-bisphosphate aldolase, NADP-dependent alcohol-dehydrogenase-1, and phos-
phoglycerate kinase were also identified with high peptide-hit scores. These findings are in
agreement with a previous study, where actin and these enzymes were identified as the most
prominent spots in solubilized proteins from trophozoite extracts resolved by 2-D SDS [9]. In
addition, we also detected proteins that have previously been associated with the virulence and
pathogenicity of E. histolytica such as peroxiredoxin and alcohol dehydrogenase 3 [22,23]. Tt is
noteworthy that 23% of the total number of proteins identified in trophozoites are still unchar-
acterized, and thus they represent an opportunity for future studies on new therapeutic or diag-
nostic targets in this parasite stage.

With respect to the cyst, herein we report 411 proteins, a number quite similar to the 417
identified in the only proteomic study of E. histolytica cysts previously reported [24]. The number
of cyst proteins identified in both studies was low, probably due to a masking by human and bac-
terial contaminants, which counted for about 90% of proteins in the samples (data not shown).
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In total, 299 cyst stage-specific proteins not shared neither with trophozoites nor with CLS were
identified in our study. In comparison, 195 proteins were already reported as cyst-specific, of
which only 16 were shared by samples in both studies. This adds 283 new proteins to the previ-
ously identified set in cysts, contributing to the knowledge of this essential stage of the E. histoly-
tica life cycle. Moreover, the 16 proteins identified in E. histolytica cysts isolated from patients
from different geographical regions (India and Mexico) should be further explored as targets for
cyst-based amoebiasis diagnostic tests; particularly, four of them were theoretically located at the
plasma membrane by analysis in silico (Table 4). Furthermore, at least seven hypothetical and
seven annotated proteins identified in cysts with the highest peptide-hit scores are also probable
therapeutic targets for future studies (Table 3). Along with proteins involved in phosphorylation
and signal transduction, cyst proteome showed a lower number of proteins in all functional
groups (Fig 3), suggesting a general decrease in the metabolic activity consistent with what is
known for latent life-cycle stages. It is noteworthy that 40% of the cyst proteome herein reported
are hypothetical proteins, suggesting that our knowledge on the biology of E. histolytica cyst is
still incipient and that the uncharacterized proteins, some of which showed a very high relative
abundance, could play an important role in cyst formation and maintenance.

Finally, further structural, functional, and biochemical characterization studies on CLS and
cysts should be carried out to determine the real nature of the former and to determine the role
of the highly expressed but yet uncharacterized proteins identified in the latter.

Supporting Information

§1 Table. Total proteins identified in E. histolytica trophozoites, CLS, and cysts.
(XLS) '

§2 Table. Overrepresentation test of E. histolytica trophozoites, CLS, and cyst proteins.
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