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Resumen

Entamoeba histolytica es un organismo protozoario patégeno de humanos de importancia biomédica. El
genoma de este organismo reveld que codifica para mas de 90 Rab GTPasas, algunas de las cuales es
dudosa su anotacion dada su baja homologia y la ausencia de los residuos clave en la unién e hidrdlisis del
GTP. ¢ Por qué este organismo codifica para un niumero tan grande de proteinas relacionadas al control de
procesos celulares como la fagocitosis, trogocitosis, motilidad y trafico vesicular? Las Rab GTPasas son
proteinas altamente conservadas y su papel principal es el control del trafico vesicular y E. histolytica depende
de la secrecién de diversas proteinas para su supervivencia y colonizacion del hospedero, pero solamente
se habia observado un alto numero de Rab GTPasas u otras GTPasas en organismos multicelulares. En este
trabajo, se abordan aspectos estructurales de las Rab GTPasas de E. histolytica usando modelos predictivios
de su estructura, para determinar si existen indicios sobre su posible papel funcional, y no ser genes
simplemente redundantes, para la biologia de este organismo. Adicionalmente, se describen algunas
caracteristicas de estas GTPasas que potencialmente las puede posicionar como herramientas de
diagndstico, ya que los métodos tradicionales de diagndstico son complicadas y tardadas.
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Introduccion

Entamoeba histolytica es un organismo protozoario patégeno de humanos cuyo sitio de infeccion es el colon,
causando infecciones intestinales. También puede manifestarse como un organismo que produce infecciones
extraintestinales ocasionando la formacién de abscesos hepaticos e incluso la colonizacién de otros érganos
como son los pulmones y cerebro (Chou, Austin., 2023) (Jackson-Akers et al., 2023). Posee importancia
médica debido a su alta tasa de mortalidad y morbilidad. Se estima que el 10% de la poblaciéon humana esta
infectada con este parasito, causando cerca de 50 millones de casos anualmente, de los cuales 100 mil
pierden la vida (WHO., 1997) (Ali et al., 2008) (Nasrallah et al., 2022). La transmision de este organismo es
por via oral-fecal mediante la ingesta de quistes los cuales pueden sobrevivir en el ambiente por semanas e
incluso meses.

Este es un parasito cosmopolita, pero su presencia es mayor en paises en desarrollo por una deficiencia en
higiene y contencién del agua potable con agua contaminada con materia fecal, siendo los nifios los que
presentan mayor morbilidad y mortalidad. La prevalencia ronda entre el 1.72% en Oceania (la frecuencia mas
baja) a 21.58% en América del Norte (siendo la mas alta). En Europa la prevalencia se observa en viajeros e
inmigrantes. De 2022 a la fecha en México se han reportado 59,679 casos de amebiasis intestinal (Boletin
epidemioldgico del sistema nacional de vigilancia epidemiolégica). Las especies que prevalece en humanos
son E. histolytica, E. dispar, E. moshkovskii, E. coli, E. hartmanni, E. polecki 'y E. bangladieshi. (Cui et al.,
2019) (Stauffer, Ravdin., 2003).

En primates no humanos, se han encontrado casos de infeccion de este parasito, con diferencias moleculares
importantes y se ha identificado a la especie como Entamoeba nuttalli (Cui et al., 2019) (Elsheikha et al.,
2018), un organismo altamente emparentado con el parasito humano E. histolytica. Este dato sugiere que
este microorganismo patdgeno tiene variaciones genéticas importantes que pueden estar asociadas a sus
mecanismos de supervivencia o de respuesta al ambiente, siendo este ultimo, un determinante en su
naturaleza como parasito de vertebrados.
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En 2005, se determina la secuencia genémica de este organismo patdgeno (Loftus et al., 2005). La estructura
genodmica de E. histolytica resalté dos aspectos importantes. El primero es que hay una baja variacion a nivel
de nucledtidos entre cepas de laboratorio (Gilchrist., 2016). El segundo, se ha encontrado un gran nimero
de eventos de rearreglo y recombinacion en este organismo que han dado lugar a cambios en su estructura
gendmica importantes y esto a pesar de que este parasito no presenta un ciclo sexual de reproduccion
(Gilchrist, 2016), lo que pudo resultar en la duplicacion de muchos genes. La infeccion concomitante de
diferentes cepas en un mismo hospedero puede ser responsable de esta variacion genémica (Ali et al., 2017)
y estar asociada a un aumento en la ploidia de este organismo lo que resulta en un aumento de las copias
de algunos genes (Parfrey et al., 2008) (Lohia et al., 2007) y esto esta asociado a las condiciones de
crecimiento del organismo (Mukherjee et al., 2008). El mecanismo mas importante relacionado con esta
dinamica gendmica parece estar asociado a altos niveles de recombinacion y entender qué dispara estos
eventos puede ayudar a entender la diversidad genética de estos parasitos, que ultimadamente puede
resultar en ventajas adaptativas a su medio circundante (Gilrchrist, 2016).

Una de las consecuencias de esta diversidad genémica es la expansion de familias de genes en las diferentes
especies y cepas del género Entamoeba (Wilson et al., 2019). Y un promotor importante de esta variacién
son los elementos transponibles, que tanto pueden promover recombinaciéon como afectar la expresion de
genes vecinos, siendo que al comparar la distribucion de estos elementos genéticos pudieron influir en la
divergencia entre especies y resultando en diferencias en el fenotipo de virulencia que muestran (Kumari et
al., 2011). Analisis gendmico ha revelado la expansion de algunos genes, un ejemplo es BspA (que presenta
22 genes homologos) los cuales son proteinas con un motivo rico en leucinas (Wilson et al., 2019). De este
tipo de proteinas hay una que tiene la funcién de reconocer el factor de necrosis tumoral (TNF) ya que es una
proteina homoéloga al receptor de TNF (TNFR1) y causa la quimiotaxis de este organismo a este factor
inflamatorio (Silvestre et al., 2015), lo que sugiere que pueden surgir funciones nuevas en genes duplicados.

Otra familia de genes homologos que destaca son los que codifican para proteinas AlG1, con 49 genes
homalogos, las cuales son GTPasas que originalmente se identificaron en Arabidopsis thaliana y que se ha
demostrado que son necesarias para la resistencia a infecciones bacterianas (Reuber, Ausubel., 1996), pero
en E. histolytica se ha demostrado ser necesarias para el proceso infeccioso, probablemente regulando el
trafico vesicular y, por ende, la secrecion de factores de virulencia (Lozano-Mendoza et al., 2023).

Un ejemplo del impacto de la expansion genética que resulta importante, como se menciona en lineas arriba,
es la regulacion del trafico vesicular. E. histolytica codifica para mas de 90 genes pertenecientes a las Rab
GTPasas, las cuales son una familia de proteinas involucradas en el trafico vesicular (Saito-Nakano et al.,
2005). Esta expansion gendémica es sobresaliente, ya que solamente se ha demostrado un elevado nimero
de genes codificantes para estas GTPasas en organismos multicelulares. Las Rab GTPasas son una familia
de proteinas involucradas en regular el trafico vesicular en células. El hecho que en este parasito tenga una
expansion de estos genes sugiere que el trafico vesicular en E. histolytica es complejo y altamente regulado
y quiza esté relacionado con otros procesos vitales como lo es la formacién del quiste que le permite
propagarse entre individuos.

Saito-Nakano y colegas (2005) muestran que no en todos los genes codificantes de estas proteinas tienen
los motivos conservados con los homologos de humano y levadura, lo que sugiere que han divergido en este
organismo parasito, de hecho, tienen baja homologia con estas proteinas. Por ejemplo, no todos los genes
tienen los motivos tipicos o tienen nuevos, como son las cisteinas en el carboxilo terminal que se han
demostrado en Rab GTPasas de humano son necesarias para una modificacién postraduccional
(isoprenilacion), las cuales en E. histolytica son diferentes (Saito-Nakano y col, 2005).

También se ha demostrado en este organismo que hay una localizacion subcelular diferente para las
proteinas Rab GTPasas, ya que algunas se ubican en la membrana celular en la cara citoplasmica lo cual
difiere de lo observado en Rab GTPasas en vertebrados que usualmente se asocian a membranas
endosomales y lisosomales (McGugan, Temesvari.,, 2003). Otras isoformas de estas proteinas estan
asociadas con la regulacién del movimiento de vesiculas durante la fagocitosis y trogocitosis y la formacién
del complejo del fagosoma (Saito-Nakano et al., 2021) (Javier-Reyna et al., 2019). Sin embargo, no se ha
logrado demostrar que el resto de las RabGTPasas son tanto funcionales como especializadas en una
funcion.

Un aspecto importante para la biologia de este organismo es la ausencia de proteinas Rab que en humano
estan involucradas en el reciclaje de endosomas (Rab4) y en el trafico trans-Golgi (Rab11) (Saito-Nakano y
col, 2005). Esto sugiere que la biologia de este organismo tiene diferentes reguladores de procesos celulares
y que como se ha sugerido por Verma y colegas (2018), estas proteinas pueden de manera diferencial regular
la captura de diferentes células, ya sean bacterias o eritrocitos, ambos tipos celulares esenciales para la
supervivencia de este parasito.
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Obtener la estructura cristalografica de una proteina es una tarea compleja, para la cual se requiere obtener
una proteina pura y homogénea, la cual en el caso del parasito E. histolytica es todavia mas complejo dada
las condiciones especiales de crecimiento que presenta y los requerimientos en los medios de cultivo (Clarl,
Diamond., 2002). Por lo que determinar la estructura cristalografica de mas de 90 proteinas codificantes para
Rab GTPasas de E. histolytica resultaria ser una tarea titdnica. En este trabajo, usando el mayor avance
bioinformatico de los ultimos afios, AlphaFold2 (Jumper et al., 2021), se analizé la estructura de las GTPasas
predichas para este organismo para identificar diferencias en el plegamiento con aquella que se ha logrado
cristalizar (Srivastava et al., 2016). El analisis estructural permite encontrar zonas de las proteinas para las
cuales no se han logrado obtener una estructura de referencia y por tanto pueden ser regiones novedosas
en esta familia de proteinas y, por tanto, ser funcionalmente Unicas para este organismo parasito.
Adicionalmente, aquellas mas divergentes en cuanto a estructura y secuencia, son candidatos a ser blancos
terapéuticos.

Materiales y Métodos

La secuencia primaria y los modelos estructurales se obtuvieron de la base de datos Uniprot (uniprot.org/).
Se generd una nueva reconstruccion filogenética usando MEGA11 (Tamura et al., 2021). Las secuencias se
alinearon usando MUSCLE en MEGA11 y la reconstruccion se hizo con el método de Maxima verisimilitud
con el modelo de matriz JTT y 1000 réplicas de Bootstrap.

El alineamiento de secuencias fue realizado con Clustal Omega (Sievers et al., 2011) y la visualizacién con
Alignment Viewer (https://alignmentviewer.org/). Representaciones de secuencias por frecuencia de
aminoacidos se hizo con WebLogo (Crooks et al., 2004). Las estructuras no disponibles en Uniprot y modelos
de multimeros fueron realizados con AlphaFold2 usando las condiciones predeterminadas en un espacio
colaborativo de Google (Mirdita et al., 2022).

Las comparaciones entre las estructuras obtenidas del Protein Data Bank y los modelos generados en este
trabajo se hicieron con US-aling usando las condiciones predeterminadas (Chengxin et al., 2022) y
visualizadas con UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004) o PyMol (Schrédinger, DeLano., 2020). UCSF
Chimera fue usado también para estimar la carga de superficie de la EhRabX12.

La prediccion de cruces transmembranales, péptidos sefial y modificaciones postraduccionales se realizé con
Protter (Omasits et al., 2014).

Resultados y Discusion

¢Por qué un organismo unicelular tiene 90 secuencias codificantes para Rab GTPasas?  Es redundancia
genética o hay alguna base funcional al respecto? Para abordar estas preguntas, en este trabajo se usaron
herramientas computacionales para analizar diferencias en secuencias o estructuras de estas proteinas
responsables de regular el trafico vesicular.

El primer paso fue realizar una reconstruccion filogenética nuevamente ya que el trabajo de Saito-Nakano y
col (2005) podria tener secuencias que hayan sido actualizadas en las revisiones mas recientes del genoma
de E. histolytica (version del 19/04/2023). Las revisiones de las secuencias gendémicas son importantes ya
que pueden haberse eliminado secuencias anotadas que en realidad hayan surgido de un artefacto durante
la secuenciacion y ensamblaje del genoma.

En la Figura 1 se compararon las 90 secuencias de E. histolytica con las mismas Rab GTPasas de organismos
en los que ya se han caracterizado y son referencia de homologia en el trabajo de Saito-Nakano y col (2005)
mediante un alineamiento multiple y mostrando graficamente las regiones de homologia (Figura 1, panel A)
y por caracteristicas de carga o hidrofobicidad (Figura 1, panel B). El resultado muestra que la mayoria de
las Rab GTPasas son conservadas en tamafio y secuencia y no hay indicios evidentes de caracteristicas
sobresalientes en las secuencias de estas proteinas. Al reconstruir la presencia de los residuos mas
relevantes de estas proteinas (Bourne et al., 1991) se puede ver que existe una gran diversidad en la caja
G1 que es responsable de la unién con el GTP (Figura 1, panel C). En el caso de las GTPasas de E.
histolytica, los residuos presentes pertenecen a todos los tipos de GTPasas pequefias, pero no
especificamente de las RabGTPasas, donde los residuos conservados son GVGK(T/S), siendo en este
organismo mas variable (Paduch et al., 2001). El resto de las secuencias relevantes para su funcién muestran
mayor conservacion.
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Figura 1. Las Rab GTPasas de E. histolytica son conservadas a nivel de secuencia. En el Panel A se muestra el alineamiento general de Rab GTPasas
de E. histolytica, levadura y humano, usando el cédigo de colores MSA (conservacién de residuos). En el panel B, el mismo alineamiento se muestra
indicando en azul, carga positiva; en rojo, carga negativa y en blanco, residuos hidrofébicos. En panel C, se muestra un Weblogo discontinuo de las
regiones mds conservadas de estas proteinas. Al incluir las secuencias de E. histolytica se muestra una mayor diversidad especialmente en la caja G1,
que es el sitio de interaccion con el GTP.

El resultado anterior sugiere que la diversidad de estas proteinas en E. histoytica podria estar relacionada
con aspectos estructurales. Usando una de las herramientas mas importantes en la biologia estructural,
AlphaFold y la base de datos que contiene la prediccion de la estructura de muchos proteomas completos
usando esta herramienta (Varadi et al., 2022) (Jumper et al., 2021), verificamos que la predicciéon de la
estructura de estas proteinas sea consistente con un dato estructural determinado experimentalmente como
es el caso de la EhRabX3 (Srivastava et al., 2016). EhRabX3 es una GTPasa atipica, que tiene dos dominios
de GTPasa en tdandem (ver Figura 1 panel A), uno mas conservado que el otro y que in vitro presenta una
actividad baja de GTPasa (Chandra et al., 2014). En la Figura 2 panel A, se muestra la comparacion entre la
estructura cristalografica de la EhRabX3 y el modelo generado con AlphaFold2. El valor de RMSD muestra
un grado de similitud elevado, aunque no perfecto, derivado de que la proteina cristalizada carece del domino
carboxilo terminal, para poder realizar su cristalizacion. Los sitios cataliticos quedan alineados perfectamente
(Figura 2, panel B). Esto sugiere que se puede realizar un analisis comparativo entre todas las Rab GTPasas
de E. histolytica para evaluar diferencias no encontradas a nivel de secuencia primaria.
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Figura 2. Validacion del uso de modelos de AlphaFold2. En el panel A se muestra en azul la estructura cristalogrdfica de la Rab GTPasa EhRabX3 (en
azul, PDB 5C1T) y el modelo de AlphaFold2 (en blanco). Se indica en rojo la posicién del GDP. En el panel B, se muestra la posicion de los residuos
cataliticos de esta Rab GTPasa, asi como la posicién del GDP. RMSD=2.54.

Para evaluar la diversidad estructural predicha en las Rab GTPasas de E. histolytica, se hizo una nueva
reconstruccion filogenética con las secuencias de Rab GTPasas disponibles en AmoebaDB
(https://amoebadb.org/amoeba/app) y tener una version actualizada del reporte de Saito-Nakano y col (2005).
En la Figura 3 se muestra esta reconstruccion filogenética, la cual fue dividida en 24 grupos, cada uno
relacionado entre si por ancestria, para hacer analisis entre Rab GTPasas homdlogas.

I L

Tt

Figura 3. Reconstruccion filogenética y andlisis comparativo estructural de las Rab GTPasas de E. histolytica. En el drbol filogenético se muestran en
azul claro las ramas pertenecientes a proteinas de levadura y en amarillo, las de humano. Los numeros indican la agrupacion hecha por grupos
emparentados para realizar comparaciones estructurales usando modelos generados con AlphaFold2. Los grupos se muestran indicando con un nimero
blanco al grupo que corresponden en el drbol filogenético y en cada grupo se indica el color al que corresponde cada proteina el alineamiento.
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De manera general, la comparacion estructural mostrada en la Figura 3 indica los siguientes aspectos.
Primero, los grupos relacionados con Rab GTPasas de organismos conocidos mantienen un plegamiento
estructural muy similar (Valor de RMSD ~2) y mayor diversidad entre las Rab GTPasas que aparentemente
son exclusivas de E. histolyitica como los grupos 20 al 24 aunque manteniendo el arreglo de alfa hélices y
beta plegadas tipico en estas proteinas. Segundo, la mayor diversidad se encuentra en el extremo carboxilo
terminal, ya que encontramos casos en los que no hay un plegamiento definido (la mayoria), pero casos
particulares como en el grupo 1, 8, 12, 15/16, 18, 19, 23 y 24, el extremo carboxilo terminal presenta una alfa
hélice que potencialmente puede estar relacionada con la interaccién con otras proteinas y no exclusivamente
con el factor de disociacion del GDP (GDI) (Stenmark, 2009). Tercero, en el caso del grupo 20, en el que se
encuentra la EhRabX3, se puede observar que el segundo dominio en tandem de unién a GTP que contiene,
reduce el parecido con las GTPasas de su grupo y es algo que se puede observar del grupo 20 al 24, en el
que al menos una proteina tiene diferencias estructurales en cada grupo. Finalmente, el panorama general
es el siguiente: j por qué un organismo unicelular tiene tantas Rab GTPasas? El dato mas relevante es que
Pereira-Leal y Seabra (2001) reportaron un catalogo de Rab GTPasas en diferentes organismos, destacando
que los organismos unicelulares (como las levaduras) sus genomas codifican para un nimero pequefio de
estas proteinas (entre 7 y 11). En organismos mas complejos como C.elegans o D. melanogaster, estos
organismos cofiican para 29 de estas proteinas. En el caso de plantas y humanos se encuentran entre 57 y
60 proteinas de este tipo (Pereira-Leal y Seabra, 2001). Esto llama la atenciéon ya que en el caso de E.
histolytica hay al menos 90 secuencias anotadas como Rab GTPasas.

Para abordar la gran diversidad de estas proteinas, se hizo un analisis detallado de la diversidad que se
observa a nivel estructural de las Rab GTPasas con mas detalle. Lo primero que se reveld es que en E.
histolytica hay una diversidad en cuanto a los residuos que las codifican. En la Figura 4 panel A se muestra
el analisis mediante Scan Prosite (De Castro et al., 2006) de todas las Rab GTPasas, indicando que se tienen
tres tipos de Rab GTPasas, aquellas que tienen un dominio amino terminal muy corto (2 a 3 residuos),
intermedio (20 a 30 residuos) y largos (de 100 residuos). Al comparar las Rab GTPasas de humano y levadura
con las dos Rab GTPasas de E. histolytica (Figura 4 panel B), se observa que en el caso de la EhRabX3 la
determinacion por Scan Prosite no es correcta, ya que el dominio de GTPasa mas canénico es justo lo que
corresponde a esa extension amino terminal predicha (Figura 4 panel A). Al analizar estas secuencias no
canonicas contra todas las secuencias proteicas conocidas mediante BLASTp, se puedo identificar que en el
caso de la EhRabX14 (Figura 4, panel C, imagen 1) solamente tiene homdlogos en E. histolytica y E. nuttalli,
que es el organismo que infecta simios. No asi para la secuencia no canénica de la EhRabX3 (Figura 4, panel
C, imagen 2), la cual tiene homdlogos en varias especies de Entamoeba. Esto permite sugerir que la
secuencia amino terminal de la EhRabX14, dado que es Unica para E. histolytica y E. nuttalli, potencialmente
puede ser una secuencia util en el diagndstico molecular de este parasito.
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Figura 4. Identificacion de una secuencia especifica de Rab GTPasas de E. histolytica con potencial uso diagndstico. En el caso del andlisis global de
similitud de secuencias, se encontré que la EnRabX3 y EhRabX14 tienen secuencias que no son similares al resto de las Rab GTPasas. En el panel A se
muestra una captura de pantalla del andlisis de todas las Rab GTPasas de E. histolytica, mostrando ejemplos representativos de pequerias (EhRab1A),
con un amino-terminal mds grande (EhRab2C) y dos ejemplos que tienen un extremo amino terminal mds grande (EhRabX3 y EnRabX14). En el panel
B se muestra el alineamiento condensado entre las Rab GTPasas de humano y levadura con las dos Rab GTPasas con extensiones amino terminal. En
1 se indica la secuencia de aminodcidos de la extension amino terminal de la RabX14 y en 2 la extension de la RabX3. En el panel C, se muestra las
capturas de pantalla de los resultados de un andlisis tipo BLASTp de las secuencias indicadas en 1y 2.

Derivado del analisis mediante Scan Prosite, se encontraron otras secuencias peculiares presentes en las
Rab GTPasas de E. histolytica. Una de ellas es un motivo presente en la EhRabK1, que es homdlogo a
EGF1/EGF2, el factor de crecimiento epidermal. Este motivo se caracteriza por la presencia de cisteinas que
forman un puente disulfuro intramolecular. En la Figura 5 panel A se muestra la posicion de estos motivos en
la secuencia de la proteina EhRabK1. En el panel B se muestra el analisis del modelo de la proteina EhRabK1
indicando en azul la secuencia de este motivo en rojo las cisteinas presentes en esta proteina. Previamente,
Chandra y Datta (2016) mostraron la relevancia de las cisteinas en la EhRabX3 como mecanismo de
regulacion por estado redox (Chandra y Datta, 2016), al comparar la estructura de la EhRabK1 y EhRabX3
(Figura 5 panel C), se puede observar que el plegamiento es muy diferente, en el caso de la EhRabX3 se
muestra en azul la regidn equivalente a la proteina EhRabK1. Para elucidar si el plegamiento encontrado en
la EhRabK1 es similar al EGF1, se us6 el modelo de esta Ultima proteina para evaluar esto. En la Figura 5,
panel D, se muestra que EGF1 contiene multiples motivos tipicos de esta proteina (Imagen de Scan Prosite)
y el modelo estructural muestra un plegamiento similar, para facilitar la comparacion se muestran dos
dominios indicando en azul la secuencia tipica del motivo EGF1 y en rojo las cisteinas de estos. Por lo tanto,
este plegamiento puede ser una reminiscencia o casualidad evolutiva, pero podria ser relevante para la
funcion de esta Rab GTPasa.
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Figura 5. Andlisis de secuencias atipicas encontradas en las Rab GTPasas de E. histolytica. Mediante el uso de la herramienta Scan Prosite, se detectaron
adicionalmente al dominio de Rab GTPasa otros motivos que potencialmente pueden ser importantes para la funcion de las Rab GTPasas. En el panel
A, se encontré en la proteina EhRabK1 un motivo similar a EGF1/2 o el factor de crecimiento epidermal. En este mismo panel se muestran algunas
caracteristicas de este motivo y resalta que forma puentes disulfuro intramoleculares. En el panel B se muestra el modelo estructural para EhRabK1,
indicando en rojo el motivo EGF1/2 y en rojo las cisteinas localizadas en este dominio. Como referencia, se muestra en el Panel C la estructura
monomérica de la RabX3, que previamente se demostrd tener una regulacion redox y se indica en azul la regién equivalente de la RabK1 y en rojo las
cisteinas presentes. En el panel D se muestra la posicién de estos motivos en EGF1, lo cual muestra un plegamiento similar que el mostrado en el panel
B. En el panel E se muestra otro motivo de 14 aminodcidos que corresponde a proteinas que interacttian con el factor sigma54 bacteriano. El weblogo
muestra las diferencias entre las Rab GTPasas provenientes de E. histolytica y las de humano y levadura.

Finalmente, el analisis de motivos revel6 otra secuencia que llama la atencién, un dominio de unién a ATP
que esta presente en proteinas que interactuan con el factor 654 bacteriano (Figura 5 panel D). Este motivo
también se puede encontrar en algunas proteinas humanas y de levadura (se muestran dos ejemplos nada
mas). En el caso de la EhRabX14 se encontro al inicio de la secuencia catalitica, es decir, después de los
100 residuos no relacionados con las Rab GTPasas que se menciond en la Figura 4. Al comparar estos
motivos, son muy conservados, salvo que en las 19 Rab GTPasas de E. histolytica se encuentra la posicion
6 mas variable. Seria interesante saber si esta firma de 14 aminoacidos tiene una relevancia funcional en las
Rab GTPasas de todos los organismos analizados en este trabajo.

Con base en los datos anteriores, se analizé la posibilidad de encontrar aspectos estructurales adicionales
que pudieran diferenciar aun mas las Rab GTPasas de E. histolytica. Para esto, se usé Protter, una
herramienta que predice cruces transmembranales y modificaciones postraduccionales en secuencias de
proteinas y genera resultados graficos (Omasits, 2014). En la Figura 6, se usaron las secuencias de las Rab
GTPasas de humano y levadura para validar la identificaciéon de modificaciones traduccionales en las Rab
GTPasas que les permite anclarlas a la membrana. De las proteinas analizadas de humano, dos no pudo
identificar estas modificaciones, pero porque ambas no se anclan a membranas internas. Lo mismo ocurre
con las proteinas de levadura. Al realizar este analisis con las 90 secuencias de E. histolytica, el resultado es
que en ningun caso se pudo predecir la modificacion postraduccional de estas proteinas. Sorpresivamente,
se encontraron dos caracteristicas inesperadas.
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Figura é. Andlisis de topologia y modificaciones postraduccionales en Rab GTPasas de organismos cuya funcion ha sido estudiada. Imdgenes del andlisis
hecho por Protter para identificar modificaciones postraduccionales en Rab GTPasas de humano y levadura. Se indican las modificaciones
postraduccionales de prenilacion, formacion de enlaces disulfuro, péptido sefial y presencia de cruces transmembranales. Residuos marcados en rojo
indican péptido sefial de secrecion.

En la Figura 7 Panel A, se encontrdé que en cinco Rab GTPasas cuentan con un péptido sefial que sugiere
estas proteinas podrian ser secretadas. De confirmar esto experimentalmente, podrian ser otros blancos para
la deteccidn molecular de este organismo. Adicionalmente, en el caso de la EhRabX12, se encontré que en
el extremo amino terminal tiene un dominio transmembranal predicho (Figura 7, panel B). Para confirmar esto,
usando el visualizador UCSF Chimera (Pettersen, 2004), se estimo la hidrofobicidad de la superficie de esta
proteina, siendo una proteina altamente hidrofébica, especialmente en este dominio predicho membranal, del
cual también se muestran los residuos presentes, siendo una hélice con una superficie hidrofébica.
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Figura 7. Andlisis de topologia y modificaciones post-traduccionales en Rab GTPasas de E. histolytica. En panel A se muestra el andlisis de topologia
de Rab GTPasas que muestran un péptido senal predicho. Panel B, se muestra el caso de una Rab GTPasa de E. histolytica que presenta un cruce
transmembranal en el amino terminal. A la derecha se muestra el mapa de superficie; en rojo, carga positiva; en azul, carga negativa y en amarillo,
residuos hidrofébicos. Se muestra una ampliacion del posible cruce transmembranal indicando los residuos que lo integran. En toda la figura se muestran
las mismas modificaciones postraduccionales que las indicadas en la Figura 5.

Con los datos a nivel de secuencia primaria y estructurales, sugieren que no todas las Rab GTPasas de E.
histolytica son canoénicas y potencialmente su funcién sea la de regular a otras Rab GTPasas del mismo
organismo, no como un mecanismo redundante que permita reponer alguna que incorporara una mutacién
que la hace no funcional, sino formar heterodimeros funcionales. El racional detras de esto es la creciente
identificacion de pseudoenzimas en muchos organismos, especificamente en las GTPasas (Stiegler,
Boggon., 2020). Las pesudoenzimas son proteinas que tienen el plegamiento y muchas caracteristicas de
una enzima funcional, pero tienen motivos funcionales degenerados, haciendo que o sean inactivas o
cataliticamente incompetentes (Pils, Schultz., 2004). Esta hipotesis esta basada en lo que se muestra en la
Figura 1 panel C, en E. histolytica el Unico motivo mas conservado es el Switch Il y la caja G-4, pero los
demas son muy divergentes, especialmente en el dominio de unién a GTP (G1). EhRAbX3 ya ha sido
propuesta como una enzima incompetente en la hidrélisis de GTP lo que la puede representar como una
pseudoGTPasa que une nucledtidos, pero se comporta como una pseudoGTPasa dada su baja capacidad
catalitica (Stiegler, Boggon., 2020). Por tanto, EhRabX3 es una GTPasa competente, pero que al tener dos
dominios podria funcionalmente autorregularse.

Con esta idea, se evaluo la prediccion de multimeros in sillico usando AlphaFold2. Para validar que esta idea
es factible, se utilizaron los grupos mas distantes como modelo, siendo el grupo 20 y 24 de la Figura 2 los
empleados para este analisis y también se usaron homodimeros, como referencia. En la Figura 8 panel A se
muestra la regién del alineamiento de las proteinas del grupo 20, y se muestra que la caja G1 es conservada
con los residuos clasicos de union a GTP. Debajo del alineamiento se muestran las estructuras siguientes: la
estructura de la Rab7 de humano determinada experimentalmente, asi como SEC4 de levadura, también
determinada experimentalmente. Como se muestra en ambas estructuras (rojo para la caja G1 y azul para el
GTP), la posicion de los sitios cataliticos se encuentra en posiciones similares en la estructura, en un asa que
es relevante para acomodar las cadenas laterales de los residuos que interactian con el GTP (Stiegler,
Boggon., 2020). Esto también es cierto al predecir un homodimero de la proteina EhRab7, la cual los residuos
forman un asa como la mostrada en las proteinas de levadura y humano, ademas que el plegamiento es
semejante. Para probar entonces en proteinas cuya caja G1 es una firma conservada, pero tienen una region
de GTPasa adicional probable, dada la cercania filogenética (Figura 2), se hizo la prediccion de la estructura
del heterodimero de EhRabX3 con EhRabX5 (Figura 8, panel A). La estructura predicha muestra que la
formacion del heterodimero ocurre con la region repetida catalitica, un mapeo preliminar sugiere que es una
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interaccion estable (datos no mostrados) y la orientacion de los residuos cataliticos predicha es consistente
con la capacidad catalitica de la proteina y los residuos del carboxilo terminal quedan libres en el caso de
ambas proteinas para ser modificados y poder interaccionar con la membrana de vesiculas intracelulares.

Para expandir un poco esta hipotesis, ahora se analizé un grupo en el cual la caja G1 es mas divergente,
para lo cual se analiz6 el grupo 24 (Figura 2) y los resultados se muestran en la Figura 8, panel B. Al realizar
la prediccion de un heterodimero entre la EhRabX8 y la EHRabX27, se observa que no hay un buen modelo
en el cual se prediga una interaccion consistente entre ambas proteinas, que la orientacion de los residuos
carboxilo terminal estén en la misma orientacion y adicionalmente, que los sitios cataliticos queden orientados
consistentes con aquellas determinadas experimentalmente. Se muestra el analisis con la herramienta Protter
(Figura 8, panel B) que sugiere que el carboxilo terminal de la EhRabX27 no es membranal, a pesar de tener
una estructura helicoidal predicha. Esto también es consistente con la RabX8 y el analisis con Protter (Figura
8, panel B). Sin embargo, otro par analizado del mismo grupo, la EhRabX4 y EhRabX21, muestran otro
heterodimero con una interaccion adecuada en términos de orientacién tanto de los residuos cataliticos y el
extremo carboxilo terminal (Figura 8, panel B).
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Figura 8. ;Podria haber regulacion por pseudo enzimas? Andlisis de la orientacion de los residuos cataliticos de dos grupos aparentemente especificos
de E. histolytica de Rab GTPasas. Panel A, prediccion de formacion de heterodimeros de dos Rab GTPasas de un mismo clado (grupo 20). Se muestra
la orientacion de los residuos requeridos para la unién del GTP (en rojo). La proteina candnica mds cercana evolutivamente es Rab7A (PDB 1T91),
mostrando el dimero y los residuos responsables de unir GTP (en rojo) y GTP (en azul). Como referencia, se muestra el dimero predicho de la Rab7 de
E. histolytica, en azul estd la estructura de toda la proteina y en rojo los residuos que corresponden a la region de unién a GTP, que en este ejemplo son
los residuos DEKCGKT, no los candnicos DSVGKT. Panel B, comparacion estructural de otro clado especifico de E. histolytica (grupo 24).

Los datos sugieren que algunas Rab GTPasas de E. histolyica tienen caracteristicas en su secuencia y
plegamiento que potencialmente pueden formar dimeros que regulen su funcién, actividad e incluso
localizacién en vesiculas intracelulares, que permitan tener un control fino sobre las proteinas que seran
secretadas por el parasito. Esto tiene una estrecha relaciéon con su capacidad de invasién y supervivencia en
el hospedero.

Conclusiones

En el presente trabajo se plantea un posible mecanismo mediante el cual la diversidad de Rab GTPasas en
E. histolytica puede estar ligado a una red de regulaciéon mediado por proteinas homélogas de cada grupo, la
diversidad en secuencia de los motivos funcionales de cada proteina puede brindar una hidrélisis diferencial
del GTP y de este modo controlar la distribucién de vesiculas intracelulares a destinos diferentes y
probablemente controlar el tipo de carga en cada vesicula. Se propone que el mecanismo involucra la
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formacion de heterodimeros de proteinas homologas con diferencias en los sitios activos que presenta cada

uno.

El uso de herramientas computacionales permite abordar, de manera masiva, aspectos tanto evolutivos como
funcionales de proteinas esenciales para funciones celulares y descubrir nuevas caracteristicas de estas
proteinas, con lo cual se puede proponer hipétesis que puedan abordarse con estrategias experimentales.
Tal es el caso de algunas Rab GTPasas que con el analisis hecho en este trabajo se descubrid tienen el
potencial de ser secretadas o bien, asociarse intimamente a membranas celulares. Asi mismo, en este trabajo
proponemos que las Rab GTPasas no son redundantes y tienen la posibilidad de formar un intrincado
mecanismo regulatorio no relacionado con su localizacién subcelular nada mas, sino también funcional y
proponemos que tienen la posibilidad de formar un mecanismo mas complejo en el que se involucre la
formacion de heterodimeros que controlen tanto su localizacion subcelular como su funcion catalitica,
controlando la gran red de vesiculas intracelulares que E. histolytica posee. Este trabajo abre la posibilidad
de generar nuevas estrategias experimentales para estudiar el papel de las Rab GTPasas de este organismo.
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