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V. Resumen

Entamoeba histolytica es el parasito causante de la amibiasis en humanos,
siendo una de las principales parasitosis en paises en vias de desarrollo. El
mecanismo por el cual éste organismo causa la enfermedad se divide en tres
fases principales: adhesion, citdlisis y fagocitosis. Sin embargo, los
mecanismos de regulacidn genética que permiten modular estos y otros
procesos en la vida del parasito no son completamente conocidos. En
eucariotas superiores, la regulacion de la expresion genética se realiza
mediante modificaciones en la estructura de la cromatina, directamente al DNA
o por modificaciones post-traduccionales, como metilacién, en las histonas.
Esta Ultima es realizada por enzimas metil-transferasas y se conocen dos
grupos principales: las metilasas de lisina (HKMT’s) y las de arginina
(PRMT’s). Se han identificado 5 genes que codifican para PRMT’s putativas
en E. histolytica y en nuestro grupo se ha caracterizado la actividad de metil-
transferasa en una de ellas (EhPRMT1a). Sin embargo, no se conoce si los
otros dos genes, Ehprmt5 y Ehprmt-A, codifican para PRMT’s funcionales ni
su histona blanco. En este trabajo, ambas proteinas fueron obtenidas de
manera recombinante y purificadas, con lo que se obtuvieron anticuerpos
contra cada una de ellas. Las proteinas recombinantes fueron sometidas a
ensayos in vitro con histonas comerciales, obteniéndose una actividad similar
usando el sustrato [*H]JAdoMet. Utilizando un anticuerpo especifico, se
encontré6 que EhPRMT5 metila a H4 en R8, demostrando su homologia a
PRMT5 de otros organismos que realizan la misma metilacion simétrica. La
inmunolocalizacién de las proteinas utilizando los anticuerpos generados en
este trabajo mostr6 que EhPRMTS5 se polariza hacia pseudépodos y
posiblemente a los sitios donde ocurre la citocinesis, mientras que EnPRMT-A
se encontrd distribuida en todo el citoplasma, ademas de haberse localizado
de manera minoritaria en el nucleo de los trofozoitos. Se propone que
mediante estimulos de diversa indole, las proteinas puedan relocalizarse como
sus homologos de otros organismos, contribuyendo a diversas funciones en la

biologia de E. histolytica.
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V. Abstract

Entamoeba histolytica is the protozoa responsible of human amoebiasis, one
of the main parasite-caused diseases in developing countries. The pathogenic
mechanism used by this organism is divided in three phases: adhesion,
cytolysis and phagocytosis. However, the mechanisms involved in gene
expression regulation of proteins participating in these processes are not fully
understood. In higher eukaryotes this regulation is performed through
modifications in chromatin structure, either on DNA or by post-translational
modifications, such as methylation on histone proteins. The latter is catalyzed
by a group of enzymes called protein methyltransferases, and two kinds are
known: histone lysine methyltransferases (HKMT’s) and protein arginine
methyltransferases (PRMT’s). It has been reported that E. histolytica contains
5 genes coding for putative PRMT’s, where one of them, EnPRMT1a, has been
already characterized by our work group. Still, it is unknown whether the other
two genes code for active methyltransferases and their target proteins,
including histones. In this study, we obtained both EAPRMT5 and EhPRMT-A
by recombinant expression in bacteria: Both proteins were purified to obtain
specific antibodies against each one. Then, recombinant proteins were used in
in vitro assays to determine their enzymatic activity using [*(HJAdoMet. In these,
we found that both proteins have PRMT activity. By the use of a specific
antibody, we found that EnPRMT5 is able to methylate H4 in R8, showing its
homology with other simetric dimethylation-producing PRMT’s. Proteins were
localized through immunofluorescence assays using the antibodies generated
in this work. In these assays, EnPRMT5 was found to be polarized towards
structures that seems to be parasite pseudopodia and in sites of apparent
cytokinesis, while EnPRMT-A was localized both in nuclei and cytoplasm, but
it was more abundant in cytoplasm. We propose that under unidentified stimuli
both proteins could be relocalized throughout the cell, just as PRMT’s of other

organisms do, participating in several functions of the parasite biology.



1. Introduccion

1.1 Entamoeba histolytica

El parasito Entamoeba histolytica es un protozoario microaerofilico perteneciente a
la familia Entamoebidae, del orden Amoebida, clase Lobosea y al phylum
Sarcomastigophora. Es una amiba patogénica causante de la amibiasis en
humanos, siendo una de las parasitosis mas importantes en el mundo, junto con las
infecciones causadas por otros protozoarios como el paludismo, la enfermedad de
Chagas y la leishmaniasis (Gomez et al. 2007). Esta infeccidn se localiza de manera
particular en paises en vias de desarrollo, donde puede encontrarse de manera
endémica en areas como México, América Central, América del Sur, Asia, Africa y
algunas islas del Pacifico. La transmision del parasito se da por ingestiéon de
alimentos y agua que contienen quistes amibianos (Ali y Clark, 2008), es decir por
via fecal-oral, siendo el humano el Unico hospedero conocido del parasito. Los
quistes amibianos ingeridos viajan al intestino, donde se diferencian en trofozoitos
que invaden la mucosa Yy causan distintos grados de enfermedad.
Aproximadamente de 10-20% de las infecciones resultan en una sintomatologia que
puede variar desde una colitis autolimitante a una colitis invasiva, hasta infecciones

extraintestinales (Haque, 2003).

Se calcula que existen aproximadamente de 48 a 50 millones de casos de amibiasis
en todo el mundo (12% de la poblacién mundial), siendo el trépico la regién con
mayor incidencia de amibiasis, donde la mayoria de los casos clinicos presentan
sintomas relacionados con la via intestinal (Tovy et al, 2010). En México, E.
histolytica es una de las principales causas de enfermedad entérica, sin embargo,
la mortalidad ha ido disminuyendo por el acceso a medicamentos antiamibianos en
las ultimas décadas, y por la mejora en los servicios publicos como drenaje, agua
potable disponible y disminucién de espacios insalubres (Fernandez et al. 2007). No
obstante, la poblacion sigue estando en contacto de manera constante con el

parasito, como lo revela un estudio seroepidemiolégico, donde se reportd que hasta



un 8.41% de la poblacion tiene anticuerpos circulantes contra la amiba (Gonzélez
et al. 2012). Se considera también que el 10% de la poblacion en el pais esta
infectada, siendo la poblacion mas afectada los individuos menores de 15 afios, y

con un incremento marcado en nifios de 5 a 9 afios de edad (Ximénez et al, 2009).

La amibiasis se caracteriza de manera principal por disenteria y dolor abdominal,
donde puede existir diarrea acuosa con moco abundante (Chacin-Bonilla, 2013). La
region del intestino que sufre mas afectaciones es el colon ascendente del intestino
grueso durante la colitis grave, donde puede haber disenteria severa y pueden
presentarse cuadros febriles y dolor abdominal (Tanyuksel et al, 2003). La
manifestacion mas frecuente de amibiasis extraintestinal es el absceso hepatico por
diseminacién via sanguinea a través de la vena porta desde el intestino. En estas
lesiones se observa una mayor afeccién en lobulo derecho del higado, donde
estudios en modelos animales han revelado que el dafo tisular mayoritario es
causado por la propia respuesta inflamatoria del hospedero y que puede resultar en
la ruptura del absceso hacia otras cavidades, choque séptico y finalmente la muerte
(Chacin Bonilla, 2013). El diagndstico de amibiasis se sugiere por el cuadro clinico
y puede confirmarse por la presencia de quistes en heces fecales y de manera
histoldgica por la presencia de las amibas en pared intestinal (Salles, 2003; Fotedar,
2007).

El parésito tiene un ciclo de vida simple que consiste en dos fases de desarrollo, la
infectiva 0 quiste y la invasiva o trofozoito (Gonzalez et al. 2012) (Fig. 1). La
parasitosis se adquiere por ingestion de quistes, los cuales una vez que alcanzan el
intestino, se adhieren al lumen y sufren un desenquistamiento para dar lugar a 8
trofozoitos que se alimentan de las bacterias de la flora y se multiplican por fision
binaria (Gonzélez et al, 2012). Después de muchas rondas de multiplicacion y una
vez que alcanzan cierta densidad, los trofozoitos pueden agregarse, lo cual se cree
puede desencadenar tanto el enquistamiento como la virulencia del parasito, dado
gue en esta fase de agregacion las células liberan proteinas y activadores celulares
gue podrian fungir como auto-activadores de virulencia (Zaki et al, 2006). Los

trofozoitos en esta fase tienen un tamafio entre 20 y 40 um, y el Unico organelo



tipico identificable es el nacleo (Ximénez et al. 2007). Los trofozoitos pueden
volverse invasivos y empezar a destruir la barrera epitelial del intestino (Fig. 2),
donde matan células del hospedero, inducen la sobreproduccion de moco y de
inflamacion, provocando en ultima instancia disenteria. La ruptura de la barrera
epitelial del lumen intestinal provoca la pérdida de agua y sangre que se manifiestan
en las heces (diarrea mucoide y sanguinolenta). A partir de este momento los
trofozoitos pueden diseminarse hacia otros 6rganos (Faust, Guillen, et al 2012), o
sufrir enquistamiento y ser liberados en las heces (Fig. 1). Los quistes tienen la
caracteristica de ser redondos u ovales y tienen un tamafio de 10 — 20 um de
diametro, son inmaviles y presentan una pared rigida de quitina que ayuda al quiste
a sobrevivir fuera del huésped (Gonzalez et al. 2012; Campos-Peralta et al, 2011).
Puede sobrevivir en tierra durante un tiempo aproximado de ocho dias y si se
mantienen en un rango de temperatura que oscile los 10 °C pueden sobrevivir por
un periodo de hasta un mes (Ximénez et al, 2007). En los quistes se pueden
observar de uno a cuatro nucleos correspondientes a los trofozitos que surgiran de

los mismos una vez que vuelvan a colonizar el intestino de otro hospedero.



Ingesta del
quiste maduro

Enfermedad
extra intestinal

Enfermedad
intestinal

Ex Quistacion
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Fig. 1 Ciclo de vida y estadios del parasito Entamoeba histolytica: Los parasitos se
adquieren al consumir quistes (forma infectiva) a través de alimentos contaminados. Una
vez en el aparato digestivo, viajan hasta el ileon, donde sufre el proceso de
desenquistamiento, resultando de un solo quiste hasta 8 trofozoitos que viajaran hasta el
intestino grueso y se adherirdn a la mucosa. En el intestino, los trofozoitos pueden volver a
enquistarse, ser liberados en las heces, donde gracias a su resistente pared, pueden
sobrevivir por varios dias hasta llegar a otros individuos a través de agua contaminada o
alimentos, completandose su ciclo de vida (Tomado de Entamoeba histolytica y su relaciéon
huésped-parasito; Campos —Peralta et al, 2011, modificada).
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Fig. 2 Mecanismo de invasién a la mucosa epitelial y lesiones provocadas por los

trofozoitos de E. histolytica: Los trofozoitos de E. histolytica pueden degradar las mucinas

liberadas por las células intestinales para poder tener acceso a las células del lumen, lo que

provoca el aplanamiento de las células, la infiltracion de neutréfilos (que junto con

reacciones inflamatorias dafan el epitelio), asi como también pueden degradar las uniones

estrechas, alterando el transporte i6nico, provocando diarrea. Las lesiones amibianas

pueden transformarse en Ulceras, por donde los trofozoitos pueden invadir la lamina propia,

alcanzar el torrente sanguineo y diseminarse a otros 6rganos, de manera mas comun hacia

el higado. CRD: dominio de reconocimiento de carbohidratos; HGL: subunidad pesada de

la lectina Gal/GalNac; IGL: subunidad intermedia de la lectina Gal/GalNac; LGL: subunidad

ligera de la lectina Gal/GalNac; IEC’s: célulales epiteliales intestinales (Tomada de

Regulation of virulence of Entamoeba histolytica, Marie and Petri, 2014; modificada).



1.2 Mecanismos de patogenicidad

El proceso mediante el cual los trofozoitos de E. histolytica causan la enfermedad
puede dividirse en tres etapas: adhesion, citolisis y fagocitosis (Espinosa-Cantellano

y Martinez-Palomo, 2000).

Adhesion: es el primer paso en el proceso invasivo y esta controlado por moléculas
de superficie que modulan la adherencia, la sefializacion, la ingestion de metabolitos
e incluso la modulacion del sistema inmune del hospedero en la interfase
hospedero-parasito. Algunas de las moléculas implicadas presentan diversas
funciones en el proceso adhesivo. La lectina heterotrimérica que reconoce residuos
de galactosa y N-acetil-D-galactosamina (lectina Gal/GalNac) esta compuesta por
una subunidad pesada, una intermedia y una ligera (Marie and Petri. 2014). La
cadena pesada contiene un dominio de reconocimiento de carbohidratos presentes
en el moco y en las células epiteliales (Petri et al. 2002). Ademas, se sabe que ésta
bloguea la formacién del complejo de ataque a membrana inducido por el
complemento (Campos-Peralta et al. 2011) y contiene ademés un dominio
intracelular con homologia a B-integrina, que podria participar en la sefializaciéon
después de la union de los carbohidratos (Petri et al. 2002; Stanley y Reed, 2001;
Reyes, 2002).

Citolisis: una vez establecido el contacto con la célula blanco, el parasito induce
diversos mecanismos citotoxicos para matar a las células del lumen intestinal.
Algunos de ellos incluyen el aumento de Ca*? intracelular (Marie y Petri, 2014), la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Ralston et al. 2011) y la
pérdida de integridad de la membrana celular (Chacin Bonilla, 2013; Marie y Petri,
2014), proceso que E. histolytica lleva a cabo mediante dos grupos de proteinas:
las cisteina proteasas (CP) y los amebaporos (Campos Peralta et al, 2011; Marie y
Petri, 2014). Estos ultimos pertenecen a una familia de péptidos que comprenden
distintas isoformas, las cuales han sido denominadas A, B y C (Campos-Peralta et
al. 2011). Los amebaporos se encuentran contenidos en vesiculas y contienen un
dominio de proteina tipo saposina (encontrado en la saposina B) (Zhang et al, 2004).

Estos se insertan en la membrana con el objetivo de crear canales, modificando



completamente el equilibrio i6nico de la célula epitelial y provocando la muerte
(Reyes y Ledn, 2002). Se cree que los trofozoitos de E. histolytica son resistentes
a la actividad de los amebaporos principalmente por la presencia de fosfolipidos
neutros en su membrana, incapaces de unir a los amebaporos (Reyes y Leon,
2002). Las cisteina proteasas (CP’s) son proteasas de secrecion que son criticas
en el proceso invasivo por su capacidad de degradar componentes de la matriz
extracelular, asi como se ha demostrado la capacidad de estas proteinas de
inactivar precursores de moléculas del sistema inmune, como IL-18, ademas de
hidrolizar moléculas como C3, IgA, IgG y componentes del complemento (Que et al.
2003; Kelsall et al. 1993). A partir del genoma de E. histolytica se ha deducido que
existen aproximadamente 50 genes que codifican para CP’s, las cuales son
sintetizadas como precursores que contienen tres segmentos: un péptido-sefial de
12 a 14 aminoécidos, un pro-dominio de 78 a 82 aminoacidos y el dominio catalitico
de 216 hasta 225 aminoacidos. Los precursores son procesados para dar lugar a
enzimas maduras que pueden ser a partir de ese momento liberadas para participar
en el proceso de invasion al epitelio (Que y Reed, 2000). Entre las CP’s mas
estudiadas se encuentran la ACP1-3 y la EnCP5, que degradan proteinas de matriz
como laminina, fibronectina, colageno y elastina, ademas de patrticipar en otros
procesos como ciclo celular (Stanley y Reed, 2001; Campos-Peralta, 2010). Otra
CP importante del parasito es EnCP112 (también conocida como EhCPB-9), que
forma parte del complejo EhCPADH junto con una adhesina (EhADH112), y que
también podria participar en la virulencia del parasito (Que et al. 2000; Ocadiz et al.
2005; Ocadiz-Ruiz et al, 2013).

Fagocitosis: Este evento consiste en la ingestidn por parte del parasito tanto de
moléculas inertes como de fragmentos celulares y células vivas. Cuando los
trofozoitos ingieren particulas cuyo contacto se realiza a través de fuerzas
electrostaticas se denomina fagocitosis inespecifica (Bailey et al. 1990), mientras
gue la fagocitosis especifica depende del contacto directo, es decir de los trofozoitos
con las células blanco, ingiriéndolas vivas o lisadas (Arroyo y Orozco, 1987). En
este proceso pueden participar moléculas de superficie, componentes del

citoesqueleto y elementos que contribuyen a su estructuracion, asi como GTPasas
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pequefias de la familia Rab, que participan en la formacion del fagolisosoma, donde
los materiales ingeridos son degradados por la accion de proteasas, lizosimas,

glicosidasas, amebaporos y fosfolipasas (Okada, 2006).

1.3 Caracteristicas del genoma de E. histolytica

El genoma de E. histolytica tiene un tamafio aproximado de 23.7 Mb, el cual esta
constituido por un aproximado de 10,000 genes de 1.17 kb de longitud promedio, y
que comprenden el 49% del genoma del parasito (Loftus et al, 2005). Se ha predicho
también que un 25% de los genes contienen al menos un intrén y que hasta un 6%
contienen multiples intrones (Loftus et al, 2005). El genoma de este organismo
contiene un bajo contenido de G+C (22.4%) y un alto contenido de A+T (77.6%)
(Bhattacharya et al, 2000). Ademas, el 31.8% de las proteinas predichas no tienen
homologos en otros organismos, encontrandose cierto nivel de redundancia en los
genes que codifican para factores de virulencia (Loftus et al. 2005). En cuanto a sus
cromosomas, debido a que éstos no se condensan y a la variabilidad obtenida en la
homologia de cromosomas de distintos aislados, hacen que tanto el nimero como
el tamafio exacto de los cromosomas sean parametros dificiles de determinar
(Riverdn et al. 2000; Loftus et al. 2005). La variacion del tamafio de los cromosomas
podria estar determinada por la expansion y contraccion de repetidos
subteloméricos, como se ha observado en otros protozoarios (Melville et al. 1999;
Loftus et al. 2005). Gracias a la técnica de electroforesis en geles de campos
pulsados (PFGE), la cual permite separar moléculas de DNA de alto peso molecular,
se ha podido determinar de manera parcial la topologia del genoma del parasito
(Riverén et al. 2000). Se ha utilizado esa técnica ya que permite que los
cromosomas se mantengan intactos y que cada banda que resulta pueda
interpretarse como un cromosoma. Sin embargo, se han obtenido patrones de
bandas difusas, que ha dificultado establecer el nUmero exacto de cromosomas.
Este patron se ha adjudicado a diversas razones, una de ellas la baja condensacion
del DNA del parasito durante la mitosis, asi como también a la presencia de circulos
de DNA de distintos tamafios, tanto en el nacleo como en organelos citoplasmicos

denominados EhKO'’s (Riverdn et al. 2000), que provocan que las bandas presenten
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barridos, dificultando la observacion de los cromosomas amibianos. Sin embargo,
después de diversos estudios se ha aceptado que el genoma de E. histolytica

consiste en 14 cromosomas haploides (Willhoeft y Tannich, 1999).

La comparacion de los genes que codifican para enzimas del metabolismo
secundario amibianos con los de otros organismos ha mostrado a través de la
evolucion ha ocurrido pérdida secundaria de genes, asi como también transferencia
horizontal de genes desde organismos como las bacterias (Lopez et al. 2010).
Debido a que el parasito ha evolucionado para sobrevivir en un ambiente pobre en
oxigeno como el intestino, éste ha evolucionado para ser un fermentador estricto,
que utiliza enzimas similares a las de las bacterias para obtener energia de su
principal fuente, la glucosa, por lo que carece también de enzimas pertenecientes a
un metabolismo aerdbico, como las del ciclo de Krebs y de la cadena respiratoria
(Loftus et al. 2005). Ademés, se ha identificado un organelo atréfico derivado de la
mitocondria con ausencia de genoma (Loftus et al. 2005). A pesar de que el parasito
tiene a la glucosa como su principal fuente energética, éste no presenta los
transportadores correspondientes a las células eucariotas, por el contrario, los del
parasito estan mas relacionados a los transportadores procariotas de glucosa/ribosa
(Loftus et al. 2005).

Debido también a que E. histolytica es un parasito que reside en un ambiente
microaerofilico, se piensa que la presencia de bacterias y de metabolitos organicos
preformados disponibles en el intestino ha sido otra de las razones de la eliminacion
de vias metabdlicas, como la sintesis de aminoacidos, excepto la serina y la
cisteina, asi como la de sintesis de acidos grasos, pero conservando la habilidad de
sintetizar fosfolipidos (Loftus et al. 2005; Marie y Petri, 2014). Este parasito también
carece de la capacidad de sintetizar purinas, pirimidinas y timidilatos, los cuales

debe obtener a través de rutas de salvamento (Abrahamsen et al. 2004).



1.4 Caracteristicas de la transcripcidon y cromatina en eucariotas superiores

La expresidn génica en eucariotas esta controlada a diferentes niveles desde el
inicio de la transcripcion hasta modificaciones postraduccionales que activan o
reprimen a las proteinas. La regulacion al inicio de la transcripcion puede asi mismo
dividirse en tres niveles: a) a nivel de las secuencias de nucledtidos que fungen
como reguladores; b) a nivel de la estructura de la cromatina, ya que ésta misma
determinara junto con elementos de la regulacion epigenética la expresion de un
gen determinado; y c) a nivel de la organizacion espacial del genoma en el nacleo

(Recillas y Escamilla, 2004).

Los genes transcritos por la RNA polimerasa Il, que corresponden a los RNA
mensajeros, tienen dos tipos de elementos promotores principales, la caja TATAy
las secuencias Inr que sirven como sitio de unién para factores de transcripcion (Fig.
3). En el caso de las células de mamiferos, existen ademas secuencias reguladoras
de la transcripcién que pueden encontrarse a una distancia muy grande del sitio de
inicio de la transcripcion (10 kb), y son denominadas “enhancers” o potenciadores.
Estos elementos son accesibles a la maquinaria transcripcional una vez que la
cromatina es desplegada, con el objetivo de sintetizar el RNA mensajero para
codificar las proteinas de cada tipo celular (Recillas y Escamilla, 2004). La
transcripcion se inicia una vez que se forma el complejo de pre-inicio, que comienza
su ensamblaje con la proteina de union a la caja TATA (denominada TBP) en el
promotor de los genes (Cooper, 2000; Lewin, 2008). Le sigue la unién del factor
TIIFA para estabilizar la unién entre la caja TATA y TBP; a continuacion y como
paso critico se une el factor TFIIB que a su vez reclutara al factor TFIIF que llevara
consigo a la RNA pol Il, para finalmente recibir a los factores TFIIE y TFIIH que
complementaran el proceso con su actividad ATPasa. Una vez completadas estas
uniones la RNA pol Il sera fosforilada en su extremo C-terminal para iniciar la

sintesis del nuevo transcrito (Lewin et al. 2008).
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Fig. 3 Esquema de la formacion del complejo de inicio de la transcripcién en células
eucariotas: Formacion de un bucle en el DNA para la union de factores de transcripcion y

de los “enhancers” distales al sitio de inicio (Geoffrey M. Cooper, 2000. Tomada de The

Cell: A Molecular Approach. 2nd edition).
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Aunado a lo anterior, otros procesos necesitan realizarse para que los genes se
encuentren disponibles a la maquinarias de transripcion, ya que el DNA en las
células eucariotas se encuentra compartamentalizado en el nucleo celular unido
estrechamente a proteinas, como las histonas, formando el complejo denominado
cromatina (Zhang y Reinberg, 2001). Esta tiene como unidad basica estructural el
nucleosoma, compuesto por 146 pares de bases alrededor de un octamero de
proteinas formado por dos moléculas de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y
H4 (Zhang y Reinberg, 2001), y una molécula de la histona H1 unida para condensar
los nucleosomas a una fibra de 10 nm denominada solenoide (Lewin et al. 2008). El
empaquetamiento de la cromatina es importantes ya que influye en cuanto a su
viabilidad para ser molde para la transcripcion y por tanto, para la expresion
genética. La cromatina en su forma mas empaquetada tiene efectos represores ya
que las secuencias reguladoras anteriormente mencionadas deben estar expuestas
para ser blanco de los factores de transcripcion y que los genes puedan expresarse.
(Recillas y Escamilla, 2004).

1.5 Regulacién epigenética de la cromatina

La regulacién epigenética se refiere a la induccion de cambios en la estructura de
la cromatina, y éstos pueden tener efecto en la regulacion de la expresion de genes
(Croken et al. 2012). Los cambios epigenéticos pueden definirse como cualquier
cambio heredable en la expresién de los genes sin que se modifique la secuencia
de DNA, de manera que la informacion contenida puede transmitirse a la siguiente
generacion (Croken et al. 2012). Estos cambios pueden darse por modificacion de
la estructura de la cromatina (Croken et al. 2012), la cual resulta en cambios que
permiten el acceso al DNA de complejos transcripcionales y a las polimerasas,
produciendo DNA accesible o eucromatina, o0 DNA compacto o heterocromatina
(Lewin, 2008; Mirelman et al, 2008; Croken et al. 2012) (Fig. 4). Esta transicion se
lleva por los siguientes mecanismos: metilacion del DNA, modificaciones post-
traduccionales en las histonas, complejos remodeladores dependientes de ATP,

accion de los complejos Polycomb y Trithorax (descritos originalmente en
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Drosophila melanogaster) y por la presencia de variantes de histonas (Recillas y
Escamilla, 2004).

La metilacion del DNA es una de las modificaciones mas estudiadas, se lleva a cabo
por proteinas metil-transferasas de DNA y es responsable de heredar la informacion
epigenética. Estas enzimas tienen como blanco la posicion 5’ de la citosina, donde
un grupo metilo es incorporado siempre que el nucleétido se encuentre en una
region CpG (Cooper, 2000; Lizuka y Smith, 2003). La metilacion del DNA participa
en la represion genética por la formacion de cromatina compacta, que contribuye a

la estabilidad del genoma evitando los saltos de transposones (Rice y Allis, 2001).
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Fig. 4 Conversion de la cromatina a heterocromatina y eucromatina por
modificaciones al DNA o a proteinas histonas: La heterocromatina es un estado
compacto con modificaciones post-traduccionales que previenen el acceso a la RNA
polimerasa Il (RNA pol Il) y factores transcripcionales (Tfs). La eucromatina es un estado
de cromatina abierta mantenida por complejos moleculares para permitir el acceso a los

complejos antes mencionados. (Tomada de Crocken et al. 2012).
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Modificaciones post-traduccionales de histonas: la estructura de los
nucleosomas se ve relajada cuando los extremos N-terminal de las histonas
sobresalen de la estructura globular de los mismos. Los extremos N-terminal de las
histonas son regiones ricas en residuos que pueden ser blanco de modificaciones
como acetilaciones, metilaciones, y fosforilaciones, entre otras, las cuales en
diversas combinaciones pueden afectar positiva o negativamente el nivel de
compactacion de la cromatina (Recillas y Escamilla, 2004). Por ejemplo, las
regiones donde las histonas se encuentran hiperacetiladas indican una estructura
abierta y lista para poder iniciar la transcripcion, mientras que las regiones
desacetiladas permaneceran compactas y por lo tanto la expresién de genes se

vera reprimida (Recillas y Escamilla, 2004).

Las modificaciones post-traduccionales de las histonas son llevadas a cabo por
enzimas modificadoras, que como ya se mencioné es un paso fundamental para la
regulacion de la accesibilidad del DNA en procesos como la transcripcién o la
reparacion del DNA. Las histonas sufren una variedad de modificaciones post-
traduccionales en sus dominios globulares y en sus extremos N-terminales, siendo
las mas estudiadas la acetilacion y la metilacién, dandose ésta ultima de manera
principal en las histonas H3 y H4 (Rice, Allis, 2001; Karkhanis et al. 2011).

1.6 Proteinas metil-transferasas de Arginina (PRMT’s)

A diferencia de la acetilacién y la fosforilacion, la histonas metiladas no cambian en
cuanto su carga, lo que ha dificultado la identificacion de las enzimas responsables
de este proceso (Strahl y Allis, 2000). Durante los dltimos afios se esclarecio que
las enzimas que se encargan de adicionar los grupos metilo a las histonas (desde
1 hasta 3 grupos) son las metil-transferasas de histonas. Estas enzimas transfieren
los metilos hacia residuos de arginina (R) o lisina (K) situados en los extremos N-
terminales de las histonas (Zhang et al. 2012). Las metil-transferasas de histonas
(HMT’s) se dividen en dos grupos principales: las metil-transferasas de lisina
(HKMT’s) y las metil-transferasas de arginina (PRMT’s), involucradas en el

silenciamiento o activacion génica (Zhang y Reinberg, 2001). Estas enzimas
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transfieren los grupos metilo a partir del sustrato S-adenosil-L-metionina (Adomet)
a las Ry K en las proteinas, formando los productos S-adenosil-L-homocisteina y

metilargininas o metil-lisinas (Volkel y Angrand, 2006; Lakowski et al. 2009).

En el humano se han descubierto hasta el momento 10 isoformas de PRMTs:
PRMT1-PRMT10. Todas tienen motivos conservados en sus dominios cataliticos,
aungue no se ha demostrado actividad de metil-transferasa para PRMT10 (Hirouchi
et al. 2013, Wei et al. 2014). Estas proteinas se han clasificado de acuerdo a la
naturaleza del producto metilado que resulta de la reaccion: las enzimas de tipo I,
monometilan y dimetilan asimétricamente (ADMA) residuos de arginina (w-NC&-
monometil y w-N© NC-dimetil arginina respectivamente); las enzimas tipo Il
monometilan y dimetilan simétricamente (SDMA) a los residuos de arginina (w-NC-
monometil y w-NC&,N¢-dimetil arginina respectivamente) (Lee et al. 2005; Wang et
al. 2012; Hirouchi et al. 2013) (Fig. 5). Las monometilacion por parte de las PRMT’s
se ha clasificado como un tipo Ill, dando como resultado w-N®-monometil arginina
(MMA), mientras que la formacién de 3-N¢-metilarginina (actividad catalitica de tipo
IV) se ha reportado Unicamente en la levadura RMT2 (Bedford y Clarke, 2009; Wang
y Lee, 2012).

Las PRMT’s tienen como sustrato proteinas que contienen motivos ricos en glicina
y arginina (GAR) en secuencia RGG, RG o RXG (Fan et al, 2009; Wang y Lee,
2012). Entre los sustratos identificados de estas enzimas se incluyen proteinas de
unién a RNA heterogéneas como la fibrilarina, nucleolina y PABPII (Poly-A Binding
Protein Il), que estan involucradas en el procesamiento y transporte del RNA (Fan
et al. 2009). Algunas proteinas relacionadas con la cromatina también son sustratos
de las PRMT’s, como proteinas de alta movilidad, p300 e histonas (Lakowski et al.
2009). Estas enzimas pueden interactuar y a su vez, ser modificadas por otras
proteinas, afectando su especificidad y actividad (Lakowski et al. 2009). La
metilacion de argininas por las PRMT’s esta involucrada en diversos procesos
bioguimicos y biolégicos, como la transduccion de sefiales, la proliferacion celular,

la regulacién de la transcripcion y el “splicing” de RNA (Hirouchi et al. 2013).
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Recientemente, la metilacion de histonas por las PRMT'’s se ha reconocido como
un medio importante de regulacion de la transcripcién de genes, causando tanto
represion o activacion, ya que las histonas metiladas tienen la capacidad de unirse
a factores de transcripcion o a proteinas efectoras (Bedford y Clarke, 2009). Se ha
identificado la actividad metil-transferasa en las PRMT1 y PRMT4 (también
conocida como CARM1) ambas de tipo | y en la PRMT5 de tipo Il. La enzima PRMT1
metila a la histona 4 en el residuo R3 (H4R3), accion que potencia la acetilacion de
H4 por p300 (Lakowski et al. 2009). PRMT1 metila en menor proporcion a la H2A
en R3 (H2AR3) (Fan et al. 2009). PRMT4 o CARM1 (Coactivator-associated
arginine methyltransferase 1) metila R2, 17, 26 (H3R2, H3R17 y H3R26,
respectivamente) y varias argininas en el extremo C-terminal de la histona 3, y es
reclutada junto con p300 y PRMT1 cuando p53 esta unido a regiones promotoras
para el reclutamiento de factores transcripcionales adicionales que facilitan la
transcripcion (Lakowski et al. 2009). PRMT5 metila R8 en H3 y R3 en H4 (H4R8 y
H4R3, respectivamente), y se ha observado su asociacion con complejos

remodeladores de cromatina, como SWI/SNF (Karkhanis et al. 2011).

17



CH, CH, CH, CH,
| | | |

H.N«*>N H N2 7Ny N * 7N
NSE7NN oy 2UNE H nZNSEZNNY
| | |
NH Type | NH Type ll NH
| - | > |
(CH,)+ PRMT1 (CH,)4 PRMTS (CH,)4
s PRMT2 é PRMT7 * (I:

c PRMT3 PN /uN\
7HN PRMT4 H H
ADMA () gs:gg MMA () SDMA (@)

Type |, 11 & 1l
H,N<*»NH X
Sk HN® > NH,
! 1
NH
I Type IV 'I‘“C“'
(CH,), >
<'3 Yeast RMT2 (?H"’J
i /5N

Arginine residue .
MMA (9)

Fig. 5 Tipos de metilacion de los residuos de arginina y tipos de proteinas metil-
transferasas de arginina (PRMT’s): Los distintos autores postulan a las PRMT’s que
realizan monometilacién como un tipo Ill, y como un tipo IV a la formacién de &-N®-
metilarginina, hasta ahora solamente reportado para la levadura RMT2. ADMA: dimetil-
arginina asimétrica; SDMA: dimetil-arginina simétrica; MMA: monometil-arginina (Tomada
de Wang et al. 2012).
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En mamiferos, la actividad de dimetilacién asimétrica de las enzimas PRMT1y 4 se
ha asociado con activacion de genes, mientras que la actividad de dimetilacion
simétrica por parte de la PRMT5 se ha asociado con represion de la transcripcion
(Lakowski et al. 2009; Fan et al. 2009). Por otra parte, se ha descubierto que la
enzima PRMT7 tiene actividad de Unicamente monometil-transferasa, y esta
involucrada junto con PRMT5 en la metilacion de H3R2 y H4R3, involucradas en la
activacion y represion de la transcripcidn genética, respectivamente (Cura et al.
2013).

Las PRMT’s son enzimas modulares que pueden variar desde los 320 a los 970
aminoé&cidos y comparten un dominio catalitico de metil-transferasa, que pertenece
a la clase | de metil-transferasas dependientes de Adomet, el cual tiene una
estructura de 6 hojas B plegadas y dos pares de a hélices (Fisk y Read, 2011; Cura
et al. 2013). A su vez poseen 2 a hélices en el extremo N-terminal que tienen la
capacidad de interactuar con S-adenosil-homocisteina (Zhang et al. 2001). El
segundo dominio de las proteinas tiene forma de barril. El sitio activo de la enzima
es conservado, localizado entre los dos dominios, es decir en la parte central de la
proteina y consta de 12 residuos que conforman los bucles THW y E, los cuales
permiten la union del sustrato Adomet (Bedford y Clarke, 2009) (Fig. 6). En el estado
inactivo de las PRMT’s, el dominio de union a Adomet une cinco moléculas de agua

para evitar una posible transmetilaciéon (Fisk y Read, 2011; Cura et al. 2013).
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Fig. 6 Estructura general de las proteinas metil-transferasas de arginina: Las enzimas
PRMT’s se componen de dos hélices en N-terminal (rojo), el dominio de unién a AdoMet
(verde), la estructura de barril (amarillo) y el brazo de tres hélices (azul). El sitio activo se
encuentra justo en la parte central (posicion 208). El brazo (azul) es la parte que sufre la
pentahidrataciéon como control regulador de la actividad de la enzima (Tomada de Zhang et
al. 2001).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Epigenética en parasitos

Los genomas de los parasitos se han examinado en la busqueda de los
componentes clasicos transcripcionales y de regulacion epigenética considerados
clasicos, por estar presentes en mamiferos y que estan presentes en protozoarios,
sin embargo no todas se han encontrado. Por otra parte, la caracterizacion de
complejos remodeladores de cromatina en estos organismos ha revelado la
presencia de proteinas Unicas y especificas de cada especie (Croken et al. 2012).
A pesar de que las modificaciones en las histonas estan conservadas en parasitos,
sin embargo, existe diversidad entre las marcas epigenéticas y los responsables
moleculares de las modificaciones post-traduccionales, aun en especies
relacionadas (Croken et al. 2012). Las variaciones especie-especificas entre las
maquinarias epigenéticas de los parasitos sugiere que éstas juegan un papel
importante en la regulacién de sus ciclos de vida, dado que algunos organismos,
como Toxoplasma gondii, Trypanosoma sp. o Plasmodium sp. tienen varias fases
morfoloégicas que requieren un control, sobre todo al momento de activar o silenciar
genes, para la diferenciacion entre estadios celulares (Hakimi y Deitsch, 2007). La
epigenética también debe tener un papel importante en la expresién de factores de
virulencia de los paréasitos que les permiten la colonizacion de su hospedero u
hospederos, asi como también en controlar la variacién antigénica como método de
proteccion, evitando el sistema inmunoldgico (Hakimi y Deitsch, 2007; Croken et al.
2012).

En Plasmodium sp. se han identificado dos grandes familias de acetil-transferasas
de histonas (HAT), las MYST y las GCN5 (acetil-transferasas de lisina) (Croken et
al. 2012). Al inducir la sobreexpresion de MYST se ha encontrado que el ciclo celular
resulta alterado, produciéndose menor cantidad de merozoitos por célula infectada,
como resultado de una esquizogonia acelerada (Miao et al. 2010). Por otra parte, al
tratar las células con un inhibidor de GCN5, las células pueden sobrevivir, pero
expresan una gran cantidad de genes regulados negativamente (Croken et al.
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2012). Este parasito también codifica cuatro variantes de histonas (H2A.Z, H2Bv,
H3.3 y CenH3) ademas de las cuatro canonicas (Trelle et al. 2009; Dalmasso et al.
2011), aunque no se ha identificado la histona 1, lo que explicaria la falta de
compactacion del material genético en el compartimento nuclear (Cui y Miao, 2010).
Estas variantes, asi como las modificaciones que éstas puedan sufrir, influyen en la
estabilidad de los nucleosomas, estructura de la cromatina y expresion de genes,
por lo que podria inferirse que participan en la transicion de estadios en el parasito
(Cuiy Miao, 2010; Croken et al. 2012).

En Toxoplasma gondii, a través de mudltiples analisis bioinforméticos se ha
encontrado que tiene una maquinaria epigenética similar a Plasmodium sp. (Croken
et al. 2012), y se han identificado marcas de activacion génica como la acetilacion
de la lisina 16 de H4 (H4K16ac), la aceltilacion de la lisinas 9 de H3 (H3K9ac) y la
trimetilacion de la lisina 4 de H3 (H3K4me3) (Gissot et al. 2007). Sin embargo, estas
marcas epigenéticas no se encuentran en los promotores de bradizoitos ni de
esporozoitos, por lo que las modificaciones de histonas jugarian un papel importante
en la transicion entre estadios de este organismo. T. gondii también tiene HAT’s del
tipo MYST asi como ortélogos de GCN5 y desacetilasas de histonas (HDAC's)
(Jeffers et al. 2012; Croken et al. 2012). En este parésito también se identificaron
cinco PRMT’s, de las cuales se han caracterizado las PRMT1 y PRMT4 (CARM1),
gue metilan H4R3 y H3R17, respectivamente (Saksouk et al. 2005). CARML1 parece
ser esencial en la induccion de formacion de bradizoitos, mientras que PRMT1 se
encuentra asociada a la expresién de genes durante las fases de taquizoitos y
bradizoitos, asi como también parece participar en la regulacién de la division
celular (Gissot et al. 2007). T. brucei posee también dos homoélogos de las enzimas
DOT1 con actividad metil-transferasa (TODOT1A y TbDOT1B), las cuales se
expresan y parecen ser esenciales en el estadio del torrente sanguineo
(tripomastigotes) y en la transicion de tripomastigotes a la forma prociclica que se

desarrolla en su hospedero invertebrado (Janzen et al. 2006).
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Trypanosoma brucei organiza sus genes en policistrones, en donde sus antigenos
variables de superficie (VSG) y la prociclina de superficie se encuentran transcritos
por la RNA pol I, mientras que sus mRNA policistronicos son transcritos por la RNA
pol 11, los cuales mediante trans-splicing son madurados a mRNA individuales para
la traduccién a proteinas (Rudenko, 2010). Este microorganismo posee tres
variantes de histonas especificas, H3V, H4V y H2Bv (Rudenko, 2010) y tres
integrantes de la familia MYST con actividad acetil-transferasa, de las cuales dos
son esenciales, debido a que su eliminacién con iRNA interrumpe el ciclo celular y
el crecimiento de los parasitos (Croken et al. 2012). A su vez regula la expresion de
sus VSG a través de HDAC’s que controlan la expresion de sus genes mediante
silenciamiento telomérico, evitando que se exprese mas de un gen VSG a la vez
(Wang et al. 2010).

2.2 Regulacion transcripcional y epigenética en Entamoeba histolytica

E. histolytica tiene caracteristicas muy particulares con respecto a la organizacion
de la cromatina, como la condensacion parcial o nula de la misma durante la mitosis,
asi como la variabilidad en los extremos N-terminal de las histonas 3 y 4 con
respecto a las histonas de otros organismos (Torres-Guerrero et al. 1991; Binder et
al. 1995). Ademas también tiene variaciones respecto a las secuencias que regulan
el inicio de la transcripcién, como presentar una caja TATA atipica rio arriba de las
regiones iniciadoras, asi como elementos adicionales de regulacion, como el motivo
GAAC, que puede determinar el sitio de inicio de la transcripcidén independiente de
TATA y los elementos INR (Purdy et al. 1996). Se han identificado también
secuencias regulatorias rio arriba llamadas URE1 a URE5 (Upstream Regulatory
Element) (Purdy et al. 1996; Pearson y Singh, 2010).

La cromatina de E. histolytica se encuentra organizada en estructuras similares a
los nucleosomas, pero con una distribucién irregular (Torres-Guerrero et al. 1991;
Meza, 2000). Ademas, se han identificado numerosos genes que codifican para las
cuatro histonas candnicas: dos genes para H2A, dos para H2B, seis para H3 y uno
para H4 (Dalmasso et al. 2011). Con el uso de anticuerpos especificos contra
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residuos de lisina acetilados se confirmd que principalmente las histonas H3 y H4
de E. histolytica pueden sufrir acetilacion (Ramakrishnnan et al. 2004). Las enzimas
responsables de esta modificacion postraduccional fueron identificadas mediante
PCR y RT-PCR demostrandose su expresion in vivo, y su actividad sobre H4
(Ramakrishnnan et al. 2004).

Mediante analisis de interaccidon DNA-proteinas se analizo el estado de la cromatina
de E. histolytica para observar la condicion de las regiones promotoras, con lo que
se ha observado que cuando existe heterocromatina restrictiva, ésta es marcada
por la metilacién de las lisinas 9 y 27 de la H3, asi como la metilacién de la lisina 20
en la H4 (Kouzarides, 2007). Por el contrario, cuando se detecta una eucromatina
mas permisiva, las marcas epigenéticas que se observan son la metilacion de las
lisinas 4, 36 y 79 de la H3, junto con la acetilacion de la lisina 9 (Kouzarides, 2007).
Para observar la regulacion epigenética ejercida por estas modificaciones en la
expresion de genes se han realizado estudios inhibiendo las metil o acetil-
transferasas (Ali et al. 2007). Se ha visto que la metilacibn promueve el
silenciamiento de genes mediante el bloqueo del reclutamiento de factores de
transcripcion o por el reclutamiento de proteinas de unién a grupos metilo, que
reclutan factores que potencian el estado restrictivo de la cromatina (Ali et al. 2007).
Ademas, utilizando inhibidores contra metil-transferasas se observdé que la
virulencia de los trofozoitos se ve disminuida in vivo (Fisher et al. 2004). También
se ha identificado un gen que codifica para una metil-transferasa de DNA,
denominada EhMETH, que se localiza tanto en el citoplasma como en el nucleo
(Fisher et al. 2004).

En células de mamifero las regiones de DNA conocidas como las islas CpG
metiladas son reconocidas por proteinas llamadas MBD (methyl-binding domain
proteins), las cuales son responsables del silenciamiento transcripcional al interferir
con la union del complejo de inicio con el promotor del gen en cuestion, ademas de
reclutar proteinas que se encargan de la eliminacion de modificaciones como la
acetilacién, o con proteinas que implican la compactacién de la cromatina (Lavy et

al. 2006). En la amiba la metilacién del DNA no esta restringida a las islas CpG, y
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mediante ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) con anticuerpos
anti-CpG metilados se encontré una proteina que tiene afinidad a LINEs (Long
interspersed elements) metilados. Esta proteina, denominada EhMLBP, fue
posteriormente localizada en las regiones perinucleares y en el nucleo, por lo que
la proteina podria participar en la regulacion transcripcional del parasito (Lavy et al.
2006).

Por otra parte, mediante andlisis in silico se identificd la presencia de cinco PRMT’s
en E. histolytica (Fisk y Read, 2011). Borbolla-Vazquez et al. (2015) reportaron una
relacion filogenética de tres de estas PRMTs de E. histolytica (EhPRMTS) con la
PRMT1 de humano, llamandolas EnPRMT1a, EhPRMT1b y EnPRMT1c. Otra de las
EhPRMTs mostré relacion filogenética con la PRMT5, por lo que se le denomind
EhPRMT5, mientras que la molécula restante no mostré homologia significativa con
alguna otra PRMT, por lo que se consideré como una PRMT atipica (EhPRMT-A)
(Borbolla-Vazquez et al., 2015). Mediante ensayos de RT-PCR se demostro la
expresion de las cinco EhPRMTs y utilizando un anticuerpo contra la PRMT1 de
humano se identificaron dos a tres bandas de 37 a 38 kDa en extractos totales de
amiba, sugiriendo la expresion de las tres EhPRMT1 (Borbolla-Vazquez et al.,
2015). Ademas, mediante inmunofluorescencia, éstas PRMT se localizaron tanto
en el nucleo como en el citoplasma de los trofozoitos (Borbolla-Vazquez et al.,
2015). Adicionalmente, la proteina recombinante EnPRMT1a mostré actividad de
metil-transferasa sobre histonas comerciales de pollo y especificamente se detectd
la dimetilacion de H4R3 (Borbolla-Vazquez et al., 2015). Esos resultados sugieren
que la enzima amibiana es un ort6logo de PRMT1 y posiblemente EnPRMT1b y
EhPRMTL1c, debido a su alta homologia a EhPRMT1ay pudieran tener una actividad
redundante, y queda por determinar la actividad de EhPRMT5 y EhPRMT-A.
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3. Justificacion

La organizacion de la cromatina y la forma en que ésta cambia de manera constante
tanto en distintos tipos y poblaciones celulares, como en la diferenciacion de
estadios diferenciales y como respuesta a estimulos del ambiente es una prueba de
que la regulacion epigenética contribuye a la expresion de genes en cada uno de

esos estadios.

Los mecanismos de regulacion epigenética no estan totalmente conocidos en E.
histolytica. En nuestro grupo de trabajo se identificaron cinco genes que codifican
PRMTs putativas y se caracterizaron las homélogas a PRMT1 (Borbolla-Vazquez et
al., 2015). Sin embargo, hasta el momento no se han caracterizado la otras dos
PRMT putativas (PRMT5 y PRMT-A). Por lo tanto, es necesario conocer si estas
proteinas hipotéticas tienen actividad enzimatica y como ésta actividad influye en el
desarrollo del parasito y en su patogenicidad, para comprender mejor la biologia del

mismo y poder combatir la enfermedad que causa.
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4. Hipotesis

Las proteinas PRMT5 y PRMT-A de E. histolytica presentan actividad de metil-

transferasa hacia residuos de arginina en histonas.

5. Objetivo

Caracterizar las enzimas metil-transferasas de arginina PRMT5 y PRMT-A de
Entamoeba histolytica.

5.1 Objetivos particulares

1) Producir las proteinas recombinantes EhPRMT5 y EhPRMT-A y anticuerpos

especificos para cada una de ellas.

2) Demostrar la actividad enzimética de metil-transferasa de arginina de las
proteinas EnPRMT5 y EnPRMT-A y determinar su histona blanco.

3) Determinar la localizacién subcelular de las proteinas PRMT5 y PRMT-A en

trofozoitos de E. histolytica.
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6. Materiales y métodos

6.1 Cultivo de trofozoitos de E. histolytica

Trofozoitos de la clona A, cepa HM1: IMSS (Orozco et al, 1983), se cultivaron
axénicamente a 37°C en medio TYI-S-33 suplementado con suero bovino al 15% e
inactivado por calentamiento a 56°C durante 30 minutos, 3% de mezcla de vitaminas
de Diamon (KC Biologica), 40 Ul de penicilina/ml (Lakeside) y 57 pg/ml de
estrepetomicina (Lakeside) (Diamond et al, 1978). Los trofozoitos se cosecharon
una vez que los cultivos alcanzaron la confluencia. Para ello, los cultivos se enfriaron
por 10 minutos a 4°C para despegar las células de la pared de la caja de cultivo, se
colectaron en tubos y se centrifugaron a 1000 x g por 5 min. El medio de cultivo se
desechd y el paquete celular se resuspendié en el mismo volumen con PBS (NaCl
137 mM; KCI 2.7 mM; NazHPO4 10 mM y KH2PO4 10 mM, pH de 6.8) frio y estéril.

Este paso se repitié dos veces mas para lavar los trofozoitos.

6.2 Extraccion y cuantificacion de DNA gendmico

La obtencién del DNA gendomico de E. histolytica se realiz6 con el kit Wizard
Genomic DNA Purification (Promega), donde el cultivo de amibas se centrifugd a
13000 x g para empaquetar las células, se agregd el amortiguador “Cell Lysis
Solution”, posteriormente se anadié el amortiguador “Nuclei Lysis solution” vy
finalmente el DNA se precipité con isopropanol y se lavé con etanol al 70%. El DNA
obtenido se resuspendi6 en agua estérii de ampolleta y se cuantific6 por
espectrofotometria a 260/280 nm.

6.3 Electroforesis en geles de agarosa

El analisis del DNA se realiz6 mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%
preparados con amortiguador TAE (40 mM tris acetato y 1ImM EDTA). Las muestras
se cargaron con amortiguador de carga (azul de bromofenol al 0.25%, xilencianol
0.25%y glicerol) y la electroforesis se llevo a cabo manteniendo un voltaje constante

de 80-90 volts por 40 minutos. Los geles se prepararon con una solucion de bromuro
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de etidio (10 mg/ml) y las bandas de DNA se visualizaron utilizando un

transiluminador de luz UV.

6.4 Disefio de iniciadores para las PRMT’s

Para la amplificacion y clonacién los genes Ehprmt5 (EHI_158560; 1761 pb) y
Ehprmt-A (EHI_159180; 1104 pb) de E. histolytica se disefiaron cebadores con la
ayuda del sitio de internet http://www.idtdna.com/Home/Home.aspx y del programa
Oligo Explore:

Los iniciadores se disefiaron con las siguientes caracteristicas:

1) El cebador sentido contiene el codén de inicio de la traduccion, la secuencia
de corte reconocida por la enzima Bam H1 (GGATCC) y cuatro bases mas
para que se posicione la endonucleasa. Asi, los iniciadores sentido son los
siguientes: para Ehprmt5 5’-CCC CGG ATC CAT GAC CGA ACG AAA TA-
3’y para Ehprmt-A es 5’- CCC CGG ATC CAT GAA AGA AAT-3'.

2) El cebador anti-sentido corresponde a la secuencia complementaria reversa
de cada gen, incluyendo el codén de paro del gen, el sitio de reconocimiento
para la enzima de restriccion Xho | (CTCGAG) y cuatro bases mas para el
posicionamiento de la enzima. Asi, los iniciadores anti-sentido son los
siguientes: para Ehprmt5 es 5-CCC CCT CGA GTAATG AGAACG TTG AA-
3’y para Ehprmt-A es 5’-CCC CCT CGA GTT AAA ATT CAT-3.

6.5 Reaccion en cadena de la polimerasa

La amplificacion por PCR de los genes de interés se llevd a cabo a partir de DNA
gendémico. Para la reaccion se mezclaron 200 ng de DNA, 10 pM de los
oligonucledtidos sentido y anti-sentido, 10 mM de dNTP’s (dATP, dTTP, dGTP vy
dCTP), 50 mM MgClz (Invitrogen), 5ul de solucion amortiguadora 10X (Invitrogen),
1.25 U de enzima Kapa HiFi Hot Start polimerasa recombinante de alta fidelidad
(KAPA BIOSYSTEMS, Boston Mass USA) y agua suficiente para alcanzar un
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volumen final de 50 pl. Como control negativo se utilizd la misma mezcla de

reaccion, pero sin DNA molde.

La amplificacion se realizdé en un termociclador Veriti (Applied Biosystems) de 96

pozos, con las siguientes condiciones:

e Desnaturalizacion inicial: 95 °C por 4 minutos

e 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 20 segundos, alineamiento a 55
°C (Ehprmt5) y 52 °C (Ehprmt-A) por 15 segundos y extension a 72°C por 30
segundos.

e Extension final a 72 °C por 5 minutos.

6.6 Aislamiento del plasmido pGEX-6P-1

El vector de clonacién pGEX-6P-1 (Fig. 7, Amersham), se obtuvo mediante el
método de midipreparacion de plasmidos (Qiagen). La cepa DH5 a de Escherichia
coli transformada con el plasmido vector se sembré en 5 ml de medio Luria-Bertani
(LB) mas ampicilina (50 png/ml) y se incub6 a 37°C durante 16-18 horas en agitacion
constante a 170-180 rpm. Posteriormente, las bacterias se cosecharon por
centrifugacion a 6000 x g por 20 min a 4 °C, el paquete celular obtenido se
resuspendié en 4 ml del amortiguador PI (Tris-HCI 50 mM pH 6.8, EDTA 10 mM y
100 pg/ml de RNasa) y se agregaron 4 ml de amortiguador de lisis P2 (NaOH 200
mM y SDS 1%). La mezcla se agitd suavemente por inversibn y se dej6 a
temperatura ambiente por 5 minutos. Después se agregaron 4 ml de amortiguador
de neutralizacion P3 (acetato de potasio 3 M pH 5.5), se dejo por 15 minutos a 4 °C
y se centrifugd a 3800 x g durante 30 minutos a 4 °C. El sobrenadante se colocé en
la columna de afinidad a DNA. Posteriormente, se realizaron dos lavados con 10 ml
de amortiguador QC (NaCl 1 M, MOPS 50 mM e isopropanol 15%), para eliminar
particulas no asociadas a la columna. El DNA plasmidico se eluyé con 5 ml de
amortiguador QF (NaCl 1.25 M, Tris 50 mM pH 8.5 e isopropanol 15%) y se precipitd
con 3.5 ml de isopropanol. La muestra se centrifugé a 15000 x g por 30 min, a 4
°C. El sobrenadante se desechd, la pastilla se lavé en 10 ml de etanol al 70% y se

centrifugd a 15000 x g por 20 minutos a 4 °C. La pastilla se seco y se resuspendio
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en 300 pl de agua estéril. El plasmido obtenido se distribuyé en alicuotas y se

guardo a -20°C hasta su uso.

6.7 Digestion de los fragmentos de PCR y del plasmido pGEX-6P-1

Los fragmentos de PCR purificados correspondientes a los genes Ehprmt5 y
Ehprmt-A y el plasmido pGEX-6P-1 se sometieron a una doble digestion con las
enzimas BamHI y Xhol. La doble digestion se realizé en un volumen de 50 pl,
utilizando 10 yl de DNA (0.5 mg), 1 pl (10 unidades) de cada una de las enzimas
(BamHI y Xho 1) (Invitrogen), 5 ul de amortiguador “Fast Digest” y 33 ul de agua
estéril. La mezcla se incubd por 2 horas a 37 °C y el volumen total de la digestion

se analiz6 por electroforesis en geles de agarosa al 1 %.

6.8 Purificacion del DNA a partir de geles de agarosa

Las bandas correspondientes a los fragmentos ya digeridos se purificaron por el
método de Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Los fragmentos de DNA se cortaron
del gel de agarosa y se pesaron dentro de un tubo eppendorf de 1.5 ml.
Posteriormente, se agregaron tres volumenes de amortiguador QG (5.5 M tiocianato
de guanidina, 20 mM Tris-HCI, pH 6.6) por cada volumen de gel y las muestras se
incubaron a 50°C por 10 min para disolver la agarosa. Después, se agregd un
volumen igual de isopropanol frio, se mezclé y se pasé a una columna Qiaquick spin
column (Qiagen), para inmediatamente centrifugar durante 60 segundos a 18000 x
g. La columna se lavé con 0.5 ml de amortiguador QG, se centrifugé en las mismas
condiciones, se agregaron 0.75 ml de amortiguador PE (20 ml NaCl, 2 mM Tris-HCI,
pH 7.5, etanol 80%) para lavar la columna y se repitio la centrifugacién una vez mas
para remover el excedente de etanol y amortiguador PE. Finalmente, el DNA se
eluyé con 50 ul de agua estéril mediante centrifugacion a 18000 x g, se cuantificd

por espectrometria a 260/280 nm y se almaceno a -20°C hasta su uso.
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pGEX-6P-1 (27-4597-01)
PreSeigsion” Protease
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Fig. 7 Vector pGEX-6P-1. Mapa del vector utilizado para la clonacion de las EhRPRMT's
seleccionadas. Los sitios de restriccion utilizados para insertar los productos de interés

fueron los de las enzimas BamH1 y Xhol. (Addgene Vector Database).
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6.9 Ligacion

Los fragmentos de DNA digeridos y purificados, tanto de los fragmentos, como del
plasmido pGEX-6P-1, se ligaron en una proporcion de 1:3 (vector: inserto). Las
mezclas de ligacion se llevaron a un volumen final de 10 - 15 pl, conteniendo 50 ng
del plasmido pGEX-6P-1-BamH I/Xho I, la cantidad necesaria del inserto para tener
la relacion molar adecuada, 1 pl (100 unidades) de la enzima T4 DNA ligasa
(Invitrogen), 2 yl de amortiguador para T4 DNA Ligasa 5X (Invitrogen) y H20 para
completar el volumen de reaccion. La mezcla se incub6 18 horas a 16°C. Como
control positivo de ligacién se incluyeron al plasmido digerido con una sola enzima
de restriccion sin inserto y como control negativo al plasmido digerido con las dos

enzimas sin inserto.

6.10 Preparacion de bacterias competentes de E. coli DH5ay BL21

Una colonia de bacterias DH5a o BL21 se crecio en 5 ml de medio LB a 37° C, con
agitacion constante durante 16-18 horas. Posteriormente 500 pl de ese cultivo se
inocularon en 40 ml de medio LB y se incubaron a 37° C con agitacion de 180 rpm,
hasta que las células alcanzaban una densidad éptica (DO) de 0.4 a 0.5, a 600 nm.
El cultivo se colect6 en tubos y se mantuvo en hielo por 10-15 minutos.
Posteriormente, las células se cosecharon por centrifugacion a 800 x g por 5 min a
4°C, y la pastilla se resuspendié en 20 ml de CaCl2 50 mM frio y se dejo por 20
minutos a 4°C. Posteriormente, la mezcla se centrifugd nuevamente a 800 x g por
5 min a 4 °C y se resuspendié en 4 ml de CaCl2 50 mM frio. Las células se
almacenaron a 4°C hasta por una semana, o en alicuotas conteniendo 15% de

glicerol a -70°C hasta su uso.

6.11 Transformacion de células competentes

Para la transformacion se utilizaron 200 ul de células competentes, se afiadié 5 pl
de la reaccion de ligacion y se dejo la mezcla en hielo por 30 minutos.
Posteriormente, se sometieron a choque térmico a 42°C durante 90 segundos e

inmediatamente se incubaron de nuevo en hielo por 3 minutos. Al término de este
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tiempo, se agregaron 500 pl de medio LB y las células se incubaron en agitacion
constante (250 rpm), durante 1 hora a 37 °C para su recuperacion. Después de la
incubacion, las células se sembraron en cajas de Petri con medio LB-agar
adicionado con ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a 37
°C. Para comprobar la clonacién de los genes, las bacterias candidato se crecieron
en medio LB adicionado con ampicilina, de ellas se extrajo el DNA plasmidico
mediante mini Prep, el cual se someti6 a digestion con las enzimas BamH1 y Xhol
y finalmente los productos de digestion se analizaron mediante electroforesis en

geles de agarosa.

6.12 Induccidn de las proteinas EnPRMT’s recombinantes

Una vez clonados lo genes de las EnPRMT’s en el vector de expresion pGEX-6P-
1, se procedi6 a expresar las proteinas recombinantes. Esta expresion esta bajo el
control del promotor tac, que es inducido por isopropil-B-D-1-tio-galactopirandsido
(IPTG). Para la expresion de las proteinas recombinantes se utilizd la cepa E. coli
BL21. La induccién de las proteinas recombinantes se realizdé siguiendo las
instrucciones del fabricante para el vector pGEX-6P-1 (Amersham Biosciences).
Para todos los casos se sembrd una colonia previamente transformada con el
plasmido de interés en 10 ml de medio LB con ampicilina (100 ug/ml) y se crecieron
en una incubadora con agitacion orbital (Lab-LineR Incubator-Shaker) a 37°C y 180
rom por 16 horas. El preindculo se adicion6é a 100-200 ml de medio LB (cultivo
masivo), se dejo crecer hasta una DO de 0.4 -0.8 a 600 nm y la induccion se realizé
con la adicion de 1 mM de IPTG, durante 5 horas a 30 °C. La sobre-expresion de
las proteinas recombinantes se verificO mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) tefidos con azul de Coomassie y ensayos de Western
blot utilizando un anticuerpo especifico contra la etiqueta de GST adicionada por el

vector en el extremo C-terminal de las proteinas.
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6.13 Andlisis de la solubilidad de las proteinas recombinantes

Para el analisis de la solubilidad de las proteinas recombinantes, se utilizaron 100
ml de bacterias BL21 que expresaban las proteinas recombinantes. Las bacterias
se centrifugaron a 10000 x g por 5 minutos, la pastilla se resuspendi6é en 2.5 ml de
amortiguador de lisis (Tris-HCI 20 mM pH 8.0, EDTA 2 mM, NaCl 100 mM y 1 mM
PMSF), se le agrego lisozima a una concentracion final de 1 mg/mly se incubé por
una hora a 4 °C. Posteriormente, la mezcla se sometié a sonicacion en frio
(sonicador ultrasénico de punta Vibra-Cell SonicsR), por cinco veces, con intervalos
de 30 segundos a una amplitud de 60 watts. El lisado celular se centrifug6é a 12000
X g por 20 minutos a 4°C, para separar la fraccion soluble y la insoluble. Se tomo
una alicuota de 100 pl de cada fraccion a la que se agregaron 20 ul de amortiguador
de muestra 5X (tris pH 6.8, SDS 10%, glicerol 87% y azul de bromofenol 2%) y se
analizaron por electroforesis en geles de policarilamida SDS-PAGE tefiidos con azul
de Coomassie (Azul de Coomassie R-250 al 0.025%, metanol 40% y acido acético
70%).

6.14 Purificacién de las proteinas recombinantes EhPRMT’s por perlas de
glutatién-sefarosa

El plasmido pGEX-6P-1 posee una secuencia lider que codifica para la enzima
Glutation-S-transferasa (GST), fusionada a los genes clonados. De esta forma se
expresaron las proteinas EhPRMT5 y EhPRMT-A fusionadas a GST que se
purificaron por cromatografia de afinidad en una matriz de glutatién-sefarosa (GE
Healthcare). A partir de bacterias BL21 transformadas con pGEX-6P-1/Ehprmt5 o
pGEX-6P-1/Ehprmt-A, se prepard un preindculo de 10 ml y se agregd a 200 ml de
medio LB méas ampicilina (50 ug/ml). Las bacterias se incubaron en agitacion (180
rpm), a 37 °C hasta alcanzar una DO de 0.5-0.8 a 600 nm. A continuacion, se
adicion6 al cultivo IPTG a una concentracion final de 1 mM y se incubd durante 5
horas a 30 °C. Posteriormente, se cosecharon las células a 1000 x g por 15 mina 4
°C, se desecho el sobrenadante y a la pastilla se le adicioné lisozima (10 mg/ml),
dejandola de 15 minutos a 1 hora en hielo. Trascurrido el tiempo se adiciono
ditiotreitol (100mM), se mezclé por inversion y se incubd en hielo por otros 10
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minutos. Después, se adiciond sarcosil 2 %, se mezcld y se sometidé a sonicacion
cinco veces con intervalos de 30 segundos a una amplitud de 60 watts. El lisado
celular se centrifugd a 7000 x g por 15 min a 4 °C, el sobrenadante se transfirio a
un tubo Falcon de 50 ml nuevo, se le agregd Triton X-100 al 2 % y las perlas de
Glutation Sepharosa 4B previamente lavadas con el amortiguador PBS 1X en una
proporcion correspondiente al volumen final de cultivo e incubadas toda la noche a
4 °C. Posteriormente, la mezcla se centrifugé a 800 x g por 2 minutos a 4 °C, se
elimino el sobrenadante y las perlas se lavaron 10 veces con el amortiguador PBS
1X; en cada lavado se centrifugé a 800 x g por 2 min a 4°C. Una vez lavadas las
perlas se incubaron con el amortiguador de elucion (20 mM glutation, 100 mM Tris-
HCI pH 8 y 120 mM NacCl) en un volumen correspondiente al volumen final de cultivo
para obtener una fraccion con la proteina recombinante pura mediante separacion
de las perlas. La mezcla de perlas con el amortiguador de elucion se incubé toda la
noche a 4 °C. Para su analisis, se tomd una alicuota de 20 ul de la fraccion
purificada; ademas, las perlas se transfirieron a un tubo nuevo, a ambas fracciones
se les agreg6 un volumen de amortiguador de muestra 5X, se hirvieron a 100 °C
por 5 minutos y se centrifugaron a 10000 x g por 2 minutos. Las muestras se
analizaron por SDS-PAGE al 12% tefiidos con azul de Coomassie y por ensayos de

Western blot utilizando el anticuerpo anti-GST.

6.15 Obtencion de anticuerpos contra EnPRMT5 y EnPRMT-A

Para poder obtener anticuerpos contra EhPRMT5 y EhPRMT-A se procedio a la
inmunizacién de cada proteina recombinante en cinco ratones Balb/c de 4 a 5
semanas de edad. Se realizaron tres inmunizaciones con 150 pug de proteina
recombinante utilizando adyuvante Titer Max (Sigma) en una proporcién 1:1, con un
tiempo entre cada inmunizacién de 21 dias. El suero de los animales se obtuvo
antes de cada inmunizacion para determinar mediante ensayos de Western blot el

titulo de anticuerpos y la especificidad de los mismos.
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6.16 Extraccién de proteinas totales de E. histolytica

Para realizar el analisis de los anticuerpos obtenidos en los animales, se obtuvieron
extractos totales amibianos. Los trofozoitos se cosecharon, se resuspendieron en
PBS frio estéril y se agregé una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete
protease inhibitors Roche 2x, PMSF 2 mM, leupeptina 20 uM, NEM 50 mM, PHMB
5 mM, E-64 10 pM, NasvVO4 2 mM, NaF 100 mM, lodoacetamida 10 mM, Tris/HCI
50 mM). Posteriormente, la mezcla se congel6 con nitrégeno liquido y se agito en
vortex para lisar las células. Este proceso se repiti0 hasta que la muestra se
descongel6 por completo. Posteriormente, se tomd una alicuota para cuantificar la
concentracion de proteinas por el método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976)
y se analizaron los extractos por electroforesis en SDS-PAGE 10% y con tincion de

azul de Coomassie.

6.17 Electroforesis de proteinas

La separacion de proteinas se llevd a cabo mediante electroforesis SDS-PAGE. El
gel separador se prepar6 con acrilamida 10%, Bis-acrilamida 0.9%, TrisHCI 1.5 M
pH 8.8, SDS al 0.1 %, persulfato de amonio (PSA) al 0.1 % y 0.15% de TEMED. El
gel concentrador se prepard con acrilamida 29%, Bis-acrilamida 0.9%, TrisHCI 1.5
M pH 6.8, SDS al 0.1 %, PSA al 0.1 % y 0.15% de TEMED. Como amortiguador de
corrida se utilizé una solucién con Tris 0.25 M, glicina 1.9 M y 0.1% de SDS. La
electroforesis se realiz6 manteniendo un voltaje constante de 120 volts, por
aproximadamente 2 horas. Los geles se tifieron con azul de Coomassie, durante 15
minutos. Posteriormente, los geles se destifieron con una solucion de metanol al 5%

y acido acético al 7%.

6.18 Western blot

Las proteinas separadas por electroforesis se transfiieron a membranas de
nitrocelulosa (Bio-Rad) en una unidad de electrotransferencia (Bio-Rad). Las
unidades se montaron a manera de sandwich en el siguiente orden: anodo, esponja,

papel filtro Whatman, gel de poliacrilamida, membrana de nitrocelulosa, papel filtro
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Whatman, esponja y catodo. La camara se llendé con la solucién de transferencia
(Tris 0.025 M, glicina 0.190 M, metanol 10%, pH 8.3) fria y se coloco en hielo para
transferir las proteinas a 350 mA por 2 horas. Después, la membrana de
nitrocelulosa se tifié con rojo de Ponceau (rojo de Ponceau 0.1% y acido acético
1%), para verificar la presencia de las proteinas en la membrana. A continuacion, la
membrana se incubo con solucion bloqueadora (PBS-Tween 0.5%, leche 5%) y para
la inmuno-deteccion de las proteinas se utilizaron los anticuerpos contra las
EhPRMTs obtenidos en raton, diluidos en solucion bloqueadora. La membrana se
incubo toda la noche en agitacion a 4 °C. Posteriormente se realizaron tres lavados
de 15 minutos y tres de 5 minutos con PBS-Tween 0.5 %. Las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario anti-lgG acoplado a peroxidasa, diluido
1:10,000 en solucion bloqueadora, durante 1.5 h a temperatura ambiente. Al
término de la incubacién se realizaron los mismos lavados con PBS-Tween 0.5 %,
como se describié anteriormente. La unidén antigeno-anticuerpo se reveld por
qguimioluminiscencia (ECL, Amersham) y el resultado se guarddo en el

fotodocumentador Microchemi (DNR Bio-Imaging Systems).

6.19 Ensayo de actividad enzimatica de las EnPRMT’s

Para demostrar la actividad enzimética de las EnPRMT’s recombinantes se utilizd
el kit histone methyltransferase assay (MERCK). Los ensayos se llevaron a cabo
mediante el andlisis de la incorporacién de [3H] en histonas comerciales a partir de
S-adenosil-L-metionina marcado con tritio ([*H]JAdomet). Para ello, las proteinas
recombinantes (1 ug) se incubaron con 4 pg de histonas de pollo (Millipore) y 0.25
uCi de [®*H]Adomet (Perkin Elmer Life Sciences) en amortiguador HMT (50 mM Tris-
HCI pH 8.0, 5% glicerol, 0.1 mM EDTA, 50 mM KCI, 1 mM DTT, 10 mM butirato de
sodio) en presencia de un coctel inhibidor de proteasas (Sigma), en un volumen de
reaccion de 30 pl. Las reacciones que se utilizaron como control se realizaron con
una proteina no relacionada (lisozima) y sirvieron como referencia de la
incorporacion de [*H]. Después de una incubacién de 45 minutos a 30 °C, el volumen
total de cada reaccion se coloco en filtros P81 (Whatman) y se seco al aire.

Después, los filtros se lavaron tres veces en una solucion de TCA al 10% por 5
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minutos, se enjuagaron en etanol y de nuevo se secaron al aire. Finalmente, la
radioactividad se registré en un contador de centelleo (Beckman LS 6500) en 4 mli
de liquido de centelleo (Ready Safe, Beckman Coulter). Se realizaron ademas
ensayos de Western blot después de realizar los ensayos in vitro con las mismas
condiciones pero utilizando el sustrato Adomet sin marca radioactiva. Al término de
la incubacion, el volumen total de las reacciones se corrié en un gel de acrilamida,
se electrotransfirio y se incubdé con un anticuerpo comercial contra la marca de la
dimetilacién asimétrica de la arginina 3 de la histona 4 (H4R3me2) en una
concentracion 1:500, después se incubd con un anticuerpo secundario Anti-lgG de
conejo acoplado a peroxidasa en una concentracion 1:10000 y se revelo utilizando

el protocolo anteriormente mencionado.

6.20 Ensayos de inmunofluorescenciay microscopia confocal

A partir de un cultivo de trofozoitos en confluencia, las amibas se despegaron de la
caja de cultivo al ser incubadas en hielo, se resuspendieron en un volumen de 2-3
ml de medio y posteriormente se colocaron en cajas de seis pozos, a las cuales
previamente se les colocaron cubreobjetos estériles (300 pl por cubreobjeto) y se
incubaron por 1 h a 37 °C para permitir la adherencia de las amibas al vidrio.
Después, las células se fijaron y se permeabilizaron con metanol al 100% por 10
min, se lavaron dos veces con PBS 1X y se bloquearon con suero fetal bovino al
10% durante 1 h a 37°C. A continuacion se agregaron los anticuerpos primarios
(obtenidos de la inmunizacion de las proteinas recombinantes en los animales) y se
incubaron a 4°C durante toda la noche. Después de lavarse con PBS tres veces, los
cubreobjetos se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado a FITC por 1.5
horas, se lavd de nuevo con PBS y posteriormente se incubaron con DAPI por 10
minutos para tefir los ndcleos. Las muestras se montaron con 8 ul de
VECTASHIELD (VECTOR laboratorios, Inc H-1000) en portaobjetos y se analizaron
por microscopia confocal en un microscopio Zeiss LSM700 y analizadas con el
programa ZEN 2012 (Zeiss).
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7. Resultados

7.1 ANALISIS in silico

7.1.1 Alineamiento de las histonas de humano y E. histolytica

Con el fin de encontrar los posibles sitios de metilacion de histonas amibianas por
EhPRMTS5, se realizé el alineamiento entre las histonas H3 de amiba (3 variantes
proporcionadas por la base de datos Amoebadb), las histonas H2A (2 variantes
proporcionadas por la base de datos Amoebadb) y la histona H4 con sus similares
en Homo sapiens, buscando los siguientes residuos de arginina: H2AR3, H3R2,
H3R8 y H4R3, que se conoce son blancos de metilacion por parte de la PRMT5 de
humano (Wei et al, 2014).

El alineamiento se realizd en el programa Biology Workbench, donde se observo
gue EhH3 tiene conservadas las argininas 2 y 8 (Fig. 8A), en tanto que EhH4 cuenta
con la arginina 3, pero ésta se encuentra movida a la posicién 8 (Fig. 8B). En
contraste, la arginina 3 en EhH2A se encuentra sustituida por un residuo de &cido
glutdmico en la proteina amibiana (Fig. 8C). Estos resultados sugieren que en las
histonas amibianas, los residuos H3R2, H3R8 y H4R8 pueden ser susceptibles de
metilacion por EnPRMT5.

7.1.2 Andlisis de identidad de EnPRMT5 y EnPRMT-A

Al comparar las secuencia de EhPRMT5 con la de su homologo en humano
(HsPRMTY5) se encontré que existe un porcentaje de identidad del 30% entre ellas.
En cuanto a EhPRMT-A, debido a que no se conoce una proteina homologa directa,
se realizé el analisis con todas las PRMT’s de humano, donde se encontré una
mayor identidad con las PRMT’s 1, 3, 6 y 8 (Tabla 1), todas ellas clasificadas como
enzimas de tipo | (Wei et al, 2014).
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7.1.3 Analisis de la presencia de sitios fosforilacion conservados en enzimas
de tipo | en las EhPRMT’s

Las PRMT’s de tipo | cuentan con dos aminoacidos conservados y que no se
encuentran en las enzimas de tipo Il, los cuales son una serina en la posicion 217
(S217) y una tirosina en la posicion 154 (Y154) (Feng et al, 2009). Con el objetivo
de buscar estos aminoacidos en las PRMT’s de amiba, se realizé el alineamiento
de las cinco secuencias de las EhPRMT’s (PRMT1a, PRMT1b, PRMT1c, PRMT5y
PRMT-A) con la de la PRMT1 de humano, una enzima caracteristica de las PRMT’s
de tipo I. El alineamiento se realizo utilizando el programa Clustal W (Multiple
Sequence Alignment) y se encontré6 que EhPRMT1a y 1b cuentan con S217 pero
no asi EhPRMT1c, EhPRMT5 y EhPRMT-A, las cuales tienen en su lugar una
alanina, una asparagina y una arginina, respectivamente. En cuanto a Y154, se
encontré que todas las EnPRMT1’s y EhPRMTS5 tienen este residuo conservado,
mientras que en EhPRMT-A este aminoacido es sustituido por un residuo de
triptéfano (Fig. 9). La ausencia de esos dos aminoacidos en EnPRMT-A sugiere que
a pesar de que EhPRMT-A muestra mayor identidad con enzimas de tipo |, esta

proteina pudiera tener actividad de tipo Il o tipo Il.

Tabla 1. Porcentaje de homologia de EnPRMT-A con las PRMT’s de humano.

Enzima Porcentaje de homologia

PRMT1 18.5
PRMT2 13.3
PRMT3 18.5
PRMT4 15
PRMTS 111
PRMTG6 15.5
PRMT7 10
PRMTS8 20
PRMT9 3.5
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Fig. 8 Alineamiento de las histonas de amiba y humano. Se realiz6 la comparacion de

secuencias de las histonas H3 (A), H4 (B) y H2A (C) de humano con las histonas
correspondientes de E. histolytica para encontrar los residuos de arginina conservados que

son potenciales blancos de metilacion por parte de PRMT5 (rectangulos en rojo).

A
PRMT1_Hs Ly SEELIE SR FKDKWLDVGSGTG---ILOMFAAKAG----ARKVIGIEQSBISOYA
PRMT3__1c__Eh W= sssessse IKGKVWWLDVGCGLG- - - ILSLFAARAG- - - -AKHVYALE| GEKA
PRMT2_Eh e VKGKIVLDOVGCGTG- - -ILSMFAARNG- - - -AKRVYAVE RXQA
PRMT1_| Eh Commeemencenna RGKIVVDVGCGTG---ILSLFAATAG- - - ~AKRVYAIDJSPIAHYA
PRMT_A TGY-=====ee-- VKNKTVLVIRCGFG- - -KVALLAQKYG- - - -AKKWAID IKFF
PRMTS_ Eh IQOKSDVFSKSTPLNPFKIVIAGAGRGPLIAITLEICKNFRIEHKTIIYAIENENAIAT

B
PRMT1_Hs - -EKPNAEDMTSKDYYFORYRHFGI - - - - === === ===~ HEEMLKDEVRTLTYRNSMFHN
PRMT3__1c__Eh --QFAVDQKKADLEYYWOBYPTINI-------~------- HEQMISDYTRTHTYEKAINAC
PRMT2_Eh --KPTDILAGADSEYYWERYPHPGI -~ - -~~~ ===~~~ HDEMLKDRHRTLSYKRALVPS
PRMT1_Eh --QLIVS---COSKYYWNBYRHVNI - - - -~ - -~ ===~~~ HEEMIQDEHRTQTYKKAIECF
PRMT_A_Eh -LFLQELPIIHINEGMEPRVIF SHEE- -~~~ -~~~ =-=-~YESLLYYSSQPYISHYKRLFK
PRMTS5_Eh EWLKESRMKISRYEETTIPYRDQIEIPIQPLSENLESIVYESFEKEPFKYEKYREAIIMA

Fig. 9 Busqueda de residuos conservados de enzimas de tipo | en PRMT’s de
Entamoeba histolytica. Se alinearon las secuencias de las 5 proteinas de amiba con
HsPRMT1 para buscar los residuos conservados S217 (A) y Y154 (B), caracteristicos de
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PRMT’s de tipo I. En los rectangulos en rojo se indica la posicion de los aminoé&cidos

analizados.
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7.2 CLONACION DE LOS GENES Ehprmt5 y Ehprmt-A

7.2.1 Extraccion de DNA gendmico

Para la clonacion de los genes de interés, inicialmente se aislo el DNA gendémico de
los trofozoitos de E. histolytica utilizando el Wizard Genomic DNA Purification Kkit,
debido a que los genes no tienen intrones en su secuencia. El analisis electroforético
del DNA obtenido mostré una banda superior a 10 kilobases, (Fig. 10), sugiriendo
el aislamiento de DNA gendmico de alta integridad.

7.2.2 Amplificacion de los genes Ehprmt5y Ehprmt-A

Una vez obtenido el DNA gendémico se procedio a realizar la amplificacion de los
genes Ehprmt5 y Ehprmt-A mediante PCR utilizando la enzima de alta fidelidad
Kapa HiFi Hot Start para evitar inespecificidades o errores en la amplificacion.
Posteriormente, los productos de amplificacion se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% tefildos con bromuro de etidio. En estos
experimentos, aunque en las reacciones se observaron productos minoritarios de
tamafio menor al esperado, se obtuvieron los amplificados en el tamafio esperado
para cada gen, en donde Ehprmt5 tiene un tamafio de 1761 pares de bases y
Ehprmt-A un tamafio de 1104 pares de bases (Fig. 11).
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Fig. 10 Aislamiento de DNA gendmico de E. histolytica: EI DNA gendmico (gDNA, ~20
Mb) obtenido de los trofozoitos se analizé mediante electroforesis en geles de agarosa al

1% tefidos con bromuro de etidio. M, marcadores de tamafio.
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Fig. 11 Amplificacion de los genes Ehprmt5y Ehprmt-A: Los productos de amplificacion
utilizando cebadores especificos para Ehprmt5 y Ehprmt-A se analizaron en geles de
agarosa 1% tefidas con bromuro de etidio. M, marcadoes de tamario. (-) Reacciones de

PCR en ausencia de DNA molde. (+) Reacciones de PCR en presencia de DNA molde.
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7.2.3 Digestidn del vector de expresiéon pGEX-6P-1y de los amplificados

Después de obtener el vector de expresion pGEX-6P-1 a partir de bacterias
transformadas, éste asi como los amplificados de los genes Ehprmt5 y Ehprmt-A se
sometieron a doble digestion con las enzimas de restriccion BamHI y Xhol y los
productos se analizaron en geles de agarosa al 1% tefidos con bromuro de etidio.
En estos ensayos se observaron bandas del tamafio esperado (4900 pb para el
vectory 1761y 1104 pb para los genes Ehprmt5 y Ehprmt-A, respectivamente) (Fig.
12). Posteriormente las bandas se purificaron a partir de los geles de agarosa
utilizando el kit Qiaquick Gel Extraction y se utilizaron para las reacciones de ligacion
con el objetivo de obtener las construcciones que posteriormente se transformaron

en la cepa de expresion E. coli BL21.

7.2.4 Clonacion en el vector de expresion pGEX-6P-1

Después de purificar los fragmentos y el vector digeridos de los geles de agarosa,
se procedi6 a realizar la ligacion como se describe en la metodologia.
Posteriormente, las mezclas de reaccion se utilizaron para transformar bacterias E.
coli competentes de la cepa DH5a y de algunas de las colonias resultantes se
extrajo el DNA plasmidico para comprobar la clonacion de los genes mediante
reacciones de doble digestién enziméatica y electroforesis en geles de agarosa al
1%. Al analizar tres construcciones para cada gen, se observaron las bandas
correspondientes al vector y a cada uno de los insertos ligados con el tamafo
esperado, corroborandose la insercion de los genes Ehprmt5 y Ehprmt-A en el
vector (Fig. 13).

Una vez realizadas las construcciones, se procedio a la transformacion de bacterias
competentes de E. coli de la cepa BL21 para la expresion de las proteinas

recombinantes.
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Fig. 12 Anédlisis de la digestién del vector y de los amplificados con las enzimas
BamH1 y Xhol: El vector de expresion pGEX-6P-1 (A) y los amplificados de los genes
Ehprmt5 y Ehprmt-A (B) se sometieron a digestion con las enzimas BamH1 y Xhol y los
productos se analizaron en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio. M, marcadores
de tamarfio.
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Fig. 13 Clonacion de los genes Ehprmt5 y Ehprmt-A: Después de realizar las reacciones
de ligacion con el plasmido pGEX-6P-1 y los amplificados de los genes EhPRMTS vy
EhPRMT-A se realizo la transformacion de células E. coli de la cepa DH5a. y de tres colonias
resultantes para cada gen se extrajo el DNA plasmidico para analizarlos mediante doble

digestion y electroforesis en geles de agarosa al 1%. M: marcadores de tamafio.
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7.3 INDUCCION Y PURIFICACION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES

7.3.1 Induccidn de las proteinas recombinantes

Las células BL21 transformadas con las construcciones se crecieron en medio
LB/ampicilina liquido por 18 horas a 37 °C. Al término de la incubacion, una parte
de este se adiciond a un volumen de 100 ml de medio LB/ampicilina y se pusieron
a crecer en agitacion constante hasta alcanzar la densidad éptica de 0.4 a 0.6 a 600
nm la cual se alcanzé en aproximadamente dos horas. Entonces, se tomd una
alicuota que corresponde al cultivo no inducido, y al resto del cultivo se le agregé el
inductor IPTG, se incub6 a 37 °C con agitacion y se tomé una alicuota del cultivo
cada hora hasta llegar a 5 h. mas. Posteriormente, se obtuvo el lisado de las
bacterias y la induccion de las proteinas recombinantes se analiz6 mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% tefiidos con azul de Coomassie.
Para el caso del gen EnPRMT5 se observo la sobreexpresion de una proteina de
94 kDa a partir de 2 h de incubacion con el IPTG, teniendo una expresion maxima
alas 4 y 5 h (Fig. 14). Esta proteina tiene el peso esperado para la proteina
recombinante, correspondiente a 68 kDa de EnPRMT5 y 26 kDa de la etiqueta de
GST. Por otra parte, en las bacterias transformadas con la construccién conteniendo
el gen Ehprmt-A e incubadas con IPTG se puede observar la sobreexpresion de una
proteina de 68 kDa (Fig. 15), correspondientes a 42 kDa de EhnPRMT-A y 26 kDa
de GST. La induccion de EhPRMT-A se observo a partir de 1 h de incubacion con
IPTG con un maximo de expresion a las 4 h (Fig. 15). Estos resultados sugieren la

correcta expresion de las proteinas de interés.
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Fig. 14 Induccion de la proteina recombinante EnPRMT5: Bacterias E. coli, cepa BL21,
se transformaron con la construccion pGEX-6P-1/Ehprmt5. Para la induccién de la proteina
las bacterias se incubaron con 1 mM de IPTG durante 1 a 5 h. Finalmente, se obtuvieron
los extractos totales de las bacterias y la expresion de la proteina recombinante se analizo
en geles de poliacrilamida al 10% tefiidos con azul de Coomassie. M: marcadores de peso

molecular. NI extracto de bacterias no inducidas.
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Fig. 15 Induccion de la proteinarecombinante EnPRMT-A: Bacterias E. coli, cepa BL21,
se transformaron con la construccion pGEX-6P-1/Ehprmt5. Para la induccién de la proteina
las bacterias se incubaron con 1 mM de IPTG durante 1 a 5 h. Finalmente, se obtuvieron
los extractos totales de las bacterias y la expresion de la proteina recombinante se analizo
en geles de poliacrilamida al 10% tefidos con azul de Coomassie. M: marcadores de peso

molecular. NI extracto de bacterias no inducidas.
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Para comprobar la correcta expresiéon de las proteinas se realiz6 la identificaciéon de
la etiqueta de GST fusionada a EhPRMT-A y EhnPRMT5 mediante ensayos Western
blot utilizando un anticuerpo comercial anti-GST. En esos experimentos se observo
el reconocimiento por el anticuerpo de la proteina GST en extractos de bacterias
transformadas con el vector vacio inducidas con IPTG (control positivo), asi como
de las proteinas de 94 y 68 kDa en bacterias transformadas con los plasmidos
conteniendo los genes Ehprmt5 y Ehprmt-A e incubadas con IPTG (Fig. 16). Con
estos ensayos se comprobd la identidad de las proteinas recombinantes, su
expresion y la disponibilidad de ambas para su purificacion por afinidad a perlas de

glutation.

7.3.2 Purificacion de las proteinas recombinantes

Una vez comprobada la induccion de las proteinas recombinantes EhPRMTS5 vy
EhPRMT-A, se hicieron cultivos masivos de 200 ml utilizando el procedimiento
anterior para purificar las proteinas recombinantes. Una vez realizada la induccion,
se procedid a realizar la lisis de las células para obtener la fraccion soluble del
paquete celular. La purificacién se llevd a cabo mediante cromatografia de afinidad
con perlas de glutation-sefarosa. Después de la incubacién de la fraccion soluble
con las perlas toda la noche y de la elucién de las proteinas unidas a las perlas, se
tomo una alicuota de cada fraccién de purificacion para su analisis por electroforesis
SDS-PAGE al 10%. En estos ensayos se obtuvieron las proteinas recombinantes
de 94 y 68 kDa (Fig. 17). Posteriormente, las fracciones purificadas se analizaron
de igual manera por Western blot, utilizando los anticuerpos anti-GST,
observandose la detecciébn de ambas proteinas recombinantes en los pesos

esperados (Fig. 18).
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Fig. 16 Western blot de las proteinas recombinantes EnPRMT-A y EhPRMTS5: Extractos
de bacterias transformadas con el vector vacio portador de la etiqueta de GST o con el
plasmido conteniendo los genes Ehprmt5 y Ehprmt-A se sometieron a ensayos de Western
blot utilizando un anticuerpo comercial anti-GST de cabra 1:5000, anticuerpo secundario
anti-lgG de cabra 1:2000 y revelado mediante quimioluminiscencia con ECL.
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Fig. 17 Purificacion de las proteinas recombinantes: Para la purificacion de las proteinas
recombinantes, la fraccién soluble de extractos de bacterias transformadas con los
pladsmidos conteniendo los genes Ehprmt5 y EnPRMT-A e inducidas con IPTG se incubaron
con perlas de glutatién-sefarosa. Después de lavados exhaustivos las proteinas obtenidas
por la cromatografia de afinidad se eluyeron y se analizaron en geles de acrilamida SDS-

PAGE al 12% tenidos con azul de Coomassie.
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Fig. 18 Western blot de las proteinas purificadas: Las proteinas purificadas de la
columna de afinidad se sometieron a ensayos de Western blot utilizando el anticuerpo anti-
GST de cabra 1:5000, anticuerpo secundario anti-lgG de cabra 1:2000 y revelado mediante

quimioluminiscencia utilizando ECL.
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7.4 OBTENCION DE ANTICUERPOS CONTRA LAS PROTEINAS
RECOMBINANTES

7.4.1 Obtencion de anticuerpos contra ERPRMT-A y EhPRMT5

Después de obtener las proteinas recombinantes purificadas, se llevé a cabo la
inmunizacion de animales para obtener anticuerpos contra ellas. Se inmunizaron
cuatro ratones con la proteina recombinante EhPRMT5 y cinco ratones con la

proteina EnPRMT-A con el esquema de inmunizacion que se muestra en la tabla 2.

Posteriormente, para verificar la especificidad de los anticuerpos, se procedié a
realizar ensayos de Western blot sobre las proteinas recombinantes EhPRMT1a
(Borbolla-Vazquez et al, 2015), EhRPRMT5 y EhPRMT-A, utilizando los anticuerpos
obtenidos contra las proteinas EnPRMT5 y EhPRMT-A. En esos experimentos
observamos que ambos anticuerpos fueron especificos para cada proteina, es
decir, los anticuerpos solo reconocieron la proteina recombinante a la que estan
dirigidos (Fig. 19A, B).

Una vez comprobada la especificidad de los anticuerpos, se analizd el
reconocimiento de estos anticuerpos en extractos totales de trofozoitos de E.
histolytica. Los resultados mostraron que el anticuerpo contra EnPRMTS5 reconocié
una sola banda de 68 kDa, mientras que el anticuerpo contra EhRPRMT-A identificé
una sola banda de 42 kDa (Fig. 20). Ambos pesos moleculares corresponden con
los esperados para las proteinas nativas, indicando que los anticuerpos son
altamente especificos y que ambas metil-transferasas se expresan a nivel proteico

en los trofozoitos amibianos.
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Tabla 2. Esquema de inmunizacioén utilizado para la obtencién de anticuerpos en contra

de las proteinas EhPRMT5 y EnPRMT-A.

Antigeno [ Animal | Cantidad | Adyuvante | N° Intervalos
(n9) inmunizaciones
EhPRMT5 | Ratén 150 Titer Max 3 21 dias
EhPRMT- | Raton 150 Gold 1:1 3 21 dias
A (Sigma)
A B
o 5 & 1o \E W
KD: ) eh?“‘\“ﬂ oe® f a‘?@l\ wa W t\“"‘w E“?“m o
’ 180 —
438
180 — - 100 —
135 — -
100 — wwr " 94 75 — .
75— 63 — . — 68
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48 —— —
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35 — —
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Fig. 19 Reconocimiento de las proteinas recombinantes por los anticuerpos
Las proteinas recombinantes EhPRMTla, EhPRMT5 y EhPRMT-A se

prurificaron mediante cromatografia de afinidad y se sometieron a ensayos de Western blot.

obtenidos:

(A) Western blot utilizando anticuerpo obtenido en ratdén (1:1000) contra EhPRMT5. (B)
Western blot utilizando anticuerpo obtenido en raton (1:1000) contra EhPRMT-A. Se utilizé
como anticuerpo secundario anti-IlgG de ratén 1:20000 y revelado por quimioluminiscencia

utilizando ECL. M: Marcador de peso molecular.
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Fig. 20 Western blot en extractos de E. histolytica: Los extractos totales de trofozoitos
de E. histolytica se sometieron a ensayos de Western blot ulilizando los anticuerpos
obtenidos en ratén contra EnPRMT5 y EhRPRMT-A. Se utiliz6 como anticuerpo secundario
anti-lgG de ratdén 1:20000 y revelado por quimioluminiscencia utilizando ECL. PI: suero

preinmune. Entre paréntesis se indica la dilucién de los anticuerpos.
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7.5 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES

7.5.1 Actividad enzimatica de las proteinas EhPRMT5 y EhPRMT-A sobre
histonas comerciales

Para confirmar la actividad de metil-transferasa, las proteinas recombinantes
purificadas (1 pg/ul) se utilizaron para determinar su actividad enziméatica in vitro
utilizando histonas comerciales de pollo como sustrato y el donador S-adenosil
metionina acoplado a tritio ([*H]JAdomet). Como sustrato no relacionado usado
como control negativo de incorporacion de marca radioactiva se utilizo la lisozima
en una concentracion de 1 pg/ul. En estos ensayos se observo la transferencia de
los grupos metilo del Adomet a las histonas de pollo (aproximadamente 1500 cpm),
mientras que la lisozima presentd una actividad menor mas de 10 veces
(aproximadamente 120 cpm) (Fig. 21). Estos resultados indican que, al menos in
vitro, las proteinas EhPRMT5 y EhPRMT-A tienen actividad de metil-transferasas

de histonas.

Una vez analizada la actividad in vitro de las proteinas, se realizaron ensayos de
Western blot con las reacciones enzimaticas donde se utilizé el Adomet sin marca
radioactiva, es decir, una vez realizados los ensayos in vitro, se corrié la muestra en
un gel de acrilamida SDS-PAGE, se electrotransfirié y se incub6 la membrana de
nitrocelulosa con el anticuerpo contra la marca epigenética H4R3me2. En estos
ensayos se observo el reconocimiento de la banda correspondiente a la histona H4
en las reacciones donde se utilizé a la enzima EhPRMT5, pero no en las reacciones
donde se utiliz6 a EhPRMT-A o el control de lisozima (Fig. 22), confirmandose que
el residuo 3 de la histona H4 es un blanco de EhnPRMTS5, lo que apoya la hipétesis

de que EhPRMTS5 es un ortdlogo de la enzima PRMT5S de otros organismos.
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Fig. 21 Actividad de metil-transferasa de histonas de las proteinas recombinantes:
Las proteinas recombinantes EhPRMT-A y EhPRMT5, asi como la lisozima (control
negativo) se incubaron con histonas comerciales de pollo en presencia de [*H]JAdomet y
posteriormente se midio la transferencia de los grupos metilo radiactivos a las histonas. Los
resultados se expresaron coma la media + la desviacion estandar de tres experimentos

independientes realizados por duplicado. CPM: cuentas por minuto.
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Fig. 22 Western blot con el anticuerpo anti-H34R3me2: Se realizaron los ensayos de
actividad enzimatica in vitro de las proteinas EhPRMT5, EhPRMT-A y lisozima (control
negativo) utilizando Adomet sin marca radioactiva. Posteriormente los productos de la
reaccién se sometieron a ensayos de western blot utilizando un anticuerpo que reconoce la
dimetilacién del residuo de arginina en posicién 3 de la histona H4 (H4R3me2; flecha) de
conejo 1:500. Como anticuerpo secundario se utilizé anti-IgG de conejo 1:2000 y revelado

por quimioluminiscencia utilizando ECL.
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7.6 INMUNOLOCALIZACION DE EnPRMT5 Y EnPRMT-A

Para determinar la localizacion subcelular de las proteinas ERPRMT5 y EnPRMT-A
en los trofozoitos amibianos se realizaron ensayos de inmuflourescencia indirecta
usando pos anticuerpos obtenidos en el presente trabajo en una concentracion de
1:50. Como marcador de fluorescencia se utilizé un anticuerpo secundario acoplado
a FITC. Como se observa en la figura 23, EhNPRMT5 se encontré en el citoplasma
celular, con una distribucién polarizada cerca de la membrana plasmatica, en
segmentos celulares que posiblemente son pseuddpodos (flechas blancas), y en
sitios donde se observan células en un posible proceso de division (flechas rojas).
En la figura 24, se observa una amplificacion de dos células en posible division,
donde se observa la marca de la proteina en el sitio de posible separacion de las
células. Sorprendentemente, en estos ensayos no se detecté marca en los nucleos
de los trofozoitos (Fig. 23 y Fig. 24). Estos resultados sugieren que EnPRMT5 puede
estar participando en la motilidad y en la division celular de los trofozoitos.
Posiblemente, bajo condiciones aun no determinadas EhPRMT5 podria
translocarse al nucleo para metilar a las histonas, como lo demuestran los ensayos
de actividad in vitro (Fig.21 y Fig. 22).

En cuanto a EhPRMT-A, como se observa en la figura 25, la localizacién de la
proteina es homogénea en todo el citoplasma del trofozoito, observandose ademas
como el contorno membranal se delimita con la sefial de deteccion del fluorocromo
FITC. Ademés, la marca también se detectd en los nucleos tefiidos con DAPI
(flechas rojas). En la figura 26 se presenta una célula en donde se comprueba la
colocalizacion entre FITC y DAPI, sugiriendo el papel de esta enzima en la
metilacion de la cromatina. En los ensayos control, en donde las amibas fueron
incubadas Unicamente con el anticuerpo secundario se puede observar que no
existe sefal de color verde, correspondiente al FITC (Fig. 23 y Fig. 25), indicando la
especificidad de la localizacion de las proteinas EARPRMT5 y EnPRMT-A.
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Fig. 23 Inmunolocalizacion de la proteina EhPRMT5. Los trofozoitos se fijaron, se
permeabilizaron y se incubaron secuencialmente con el anticuerpo anti-EnPRMT5 y un
anticuerpo secundario acoplado a FITC. Posteriormente, nucleos se tifieron con DAPI y las
muestras se analizaron mediante microscopia confocal. Como control se utilizaron células

incubadas Unicamente con el anticuerpo secundario acoplado a FITC.

Fig. 24 Amplificacion de laimagen de lainmunolocalizacién de la proteina EnPRMTS5:

La imagen amplificada se tomo de las células observadas en la figura 21.
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Fig. 25 Inmunolocalizacién de la proteina EnPRMT-A: Los trofozoitos se fijaron, se
permeabilizaron y se incubaron secuencialmente con el anticuerpo anti-EhPRMT-A y un
anticuerpo secundario acoplado a FITC. Posteriormente, nlcleos se tifieron con DAPI y las
muestras se analizaron mediante microscopia confocal. Como control se utilizaron células

incubadas Unicamente con el anticuerpo secundario acoplado a FITC.

20 um

Fig. 26 Amplificacion de la imagen de la inmunolocalizacion de la proteina EnPRMT-

A: La imagen amplificada se tomé de las células de la figura 23.
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8. Discusioén

En E. histolytica se han identificado cinco genes que codifican para PRMT’s
putativas (EhPRMT’s) y originalmente se sugirié que cuatro de ellas eran homadlogas
a PRMT1 yuna a PRMT5 (Fisk y Read, 2011). En un estudio mas reciente, nuestro
grupo de trabajo (Borbolla-Vazquez et al, 2015) realiz6 un nuevo andlisis
filogenético, donde se encontr6 que solo tres de las PRMT’s comparten homologia
con PRMT1 (EhPRMT1a, EhPRMT1b y EhPRMT1c), una con PRMT5 (EhPRMT5)
y la restante no mostré6 homologia significativa con otra PRMT de E. histolytica ni de
algun otro organismo, por lo que esta enzima se denomind PRMT-A (atipica).
Nuestro grupo de trabajo también reporté: a) la presencia de las enzimas EnPRMT1
en los trofozoitos, b) la presencia de la dimetilacion en la arginina 8 en la histona H4
de E. histolytica, equivalente a la arginina 3 de H4 en otros organismos, modificacién
realizada por PRMT1; y c) la actividad de metil-transferasa de la enzima EhPRMT1a
recombinante sobre la H4 en una mezcla de histonas de pollo comerciales (Borbolla-
Vazquez et al., 2015). En ese estudio se sugirié una posible actividad redundante
de las tres EhPRMTL, faltando por caracterizar a las enzimas EnPRMT5 y EhPRMT-
A. Por tal motivo, en este trabajo de tesis se inicid la caracterizacién de estas dos

enzimas amibianas.

Dado que una de estas enzimas mostro relacion filogenética con PRMTS5, se decidio
analizar la presencia en las histonas amibianas de los posibles residuos blanco, ya
gue se conoce que PRMTS5 realiza la metilacion en H3R8, H4R3 y H2AR3 (Wei et
al, 2014). Nuestros resultados mostraron que el resido de arginina 3 en H2A se
encuentra sustituido por un residuo de acido glutdmico en la proteina amibiana,
mientras que los residuos blanco de arginina en H3 y H4 estan presentes en las
histonas de E. histolytica, aunque en H4 la arginina se localiza en la posicion 8.
Estos resultados sugieren que EhPRMT5 podria realizar la metilaciones de esos
residuos, tal y como lo realizan sus homologas. Sin embargo, hacia falta realizar los

estudios pertinentes para demostrar su actividad e identificar sus posibles blancos.

Inicialmente se realiz6 un alineamiento entre PRMT-A y las PRMT’s de humano

(HsPRMT’s). Estos analisis arrojaron que EhPRMT-A comparte un mayor
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porcentaje de identidad con HsSPRMT1 (18.5%), HsSPRMT3 (18.5%), HSPRMT6
(15.5%) y HsSPRMT8 (20%), todas ellas enzimas de tipo | (Wei et al, 2014),
sugiriendo que EhPRMT-A pudiera ser también de tipo I. Sin embargo, en un estudio
realizado por Feng et al (2009), se encontro que las PRMT’s de tipo | tienen dos
aminoécidos conservados que no se encuentran en las enzimas de tipo Il: una
serina en la posicion 217 (S217) y una tirosina en la posicion 154 (Y154). Por lo
tanto, para analizar la pertenencia de las EhnPRMT's a las PRMT’s de tipo |, en este
estudio se analiz6 la presencia de esos residuos en ellas. El analisis mostré la
conservacion de esos residuos en dos de las tres PRMT1 de E. histolytica
(EhPRMTL1c no tiene Y154), mientras que EhPRMT-A no conserva esos residuos
caracteristicos de las enzimas de tipo I. En EhPRMT-A el residuo S217 esta
sustituido por una arginina y en lugar de Y154 tiene un residuo de triptéfano. Estos
resultados sugieren fuertemente que EnPRMT-A no es una enzima de tipo | a pesar
de tener una identidad mayor con tres proteinas pertenecientes a este tipo de metil-
transferasas. EnPRMT5 solo tiene conservado el residuo de Y154, pero no S217,
soportando la hipétesis que esta enzima pudiera realizar una dimetilacion simétrica,
caracteristica de las enzimas de tipo Il, como las PRMT5 de otros organismos. Cabe
mencionar que en el estudio realizado por Feng et al (2009), se indica que ambos
aminoacidos deben estar presentes en la secuencia de la proteina para poder ser
clasificada como una PRMT de tipo |, por lo que deben realizarse mas estudios para
EhPRMTl1c, la cual se ha clasificado hasta el momento como una homéloga de
HSPRMTL1.

Para comprobar que las enzimas fueran funcionales, se realizaron ensayos de
actividad in vitro utilizando histonas comerciales como sustrato y Adomet acoplado
a la marca de tritio. Los ensayos mostraron que EnPRMT5 y EhPRMT-A realizan la
transferencia de grupos metilo a histonas comerciales de pollo. En el estudio se
utilizé una sola concentracion de histonas, la cual fue 4 ug; no obstante, no se
descarta que tengan también una actividad que aumenta de manera concentracion-
dependiente al igual que EhPRMT1a (Borbolla-Vazquez et al., 2015). Sin embargo,
con los ensayos realizados en este estudio no se puede discernir el tipo de actividad

enzimatica que ambas proteinas realizaron, por lo que mas estudios deben
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realizarse en funcion de encontrar el tipo de producto metilado que las PRMT’s de
E. histolytica producen. El ensayo idoneo para la caracterizacion completa seria
realizar la reaccion con el sustrato marcado, precipitar los productos con acido
tricloroacético, hidrolizar acidamente los mismos en residuos de aminoacidos y
fraccionarlos en columnas de intercambio catidénico junto con estandares de
especies metiladas simétrica o asimeétricamente, asi como también con un estandar
monometilado, para su posterior analisis por el ensayo cualitativo de ninhidrina
(Branscombe et al, 2001).

En este trabajo se realiz6 una aproximacion del tipo de actividad que presenta
EhPRMT5. Esto se logr6 mediante el uso de un anticuerpo comercial contra la
dimetilacién asimétrica de la arginina 3 de la histona 4 (H4R3me2). Como se
observo en los resultados, después de la reaccion de EhPRMT5 sobre las histonas
comerciales, el anticuerpo reconocié en ensayos de Western blot a la proteina H4.
Aunque el anticuerpo esta dirigido contra la modificacién de una enzima de tipo |, el
residuo modificado es el mismo (H4R3), posiblemente por ello hay una reactividad
cruzada a la posible metilacién simétrica realizada por ERPRMT5. Por lo tanto, se
postula que EnPRMT5 es capaz de dimetilar la histona 4 en el residuo de arginina
3, como su homdlogo de humano (Karkhanis et al, 2011; Wei et al, 2014; Wang et
al, 2014).

En humanos, PRMT5 realiza su funcién catalitica mediante la unién a una proteina
denominada proteina de metilosoma 50 (MEP50), la cual se ha comprobado que
activa a PRMT5 y es capaz de aumentar el rango de sustratos sobre los cuales
puede actuar, ademas de que este complejo es el responsable de la metilacion de
las histonas H2A, H3 y H4 (Karkhanis et al, 2011; Wang et al, 2014; Wei et al,
2014). Para discernir si un caso similar de formacién de complejo pudiera resultar
en E. histolytica se realiz6 la busqueda mediante BLAST del homdlogo de MEP50
en el parasito, encontrandose una proteina con un porcentaje de identidad del 28%
gue contiene los repetidos WD40 presentes en la proteina de metilosoma 50 (datos
no mostrados), por lo que resulta posible que en este microorganismo se diera la

formacion de complejo como en el caso de la proteina metil-transferasa de humano.
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Con todo lo anterior, se sugiere fuertemente que EnPRMTS5 es una metil-transferasa
de tipo Il que modifica a H4R8 (equivalente a H4R3 de otros organismos) y que se

podria asociar con una proteina tipo MEP50 para activar su funcion.

En el estudio realizado por Fisk y Read (2011), se postulé que EnPRMT-A era una
proteina homoéloga a PRMT1. Sin embargo, en los ensayos de Western blot
utilizando el anticuerpo anti-H4R3me2 sobre los productos de actividad in vitro de
EhPRMT-A no se detecto sefial alguna, indicando y que esta enzima no realiza esta
metilacion, la cual es llevada a cabo por PRMT1 de humano (Boulanger et al, 2004;
Wei et al, 2014), de Toxoplasma gondii (Croken et al, 2012), de Drosophila
melanogaster y de E. histolytica (Borbolla-Vazquez et al., 2015). Ademas, la
ausencia de los aminoacidos conservados en las enzimas de tipo | en EnPRMT-A,
refuerza la idea de que EhPRMT-A no es una PRMT1 o cualquier otra metil-
transferasa de tipo |. Se podria postular en este sentido que EhPRMT-A pudiera ser
una enzima de tipo Il, como EhPRMT5, ya que en humano existe mas de una PRMT
de este tipo (Wei et al, 2014). Una opcién mas, es que EhPRMT-A pudiera fungir
como una PRMT de tipo Ill, cuyos productos monometilados pudieran servir como
sustrato para que las otras metil-transferasas agreguen el segundo grupo metilo
para producir residuos de arginina simétrica o asimétricamente metilados, como
ocurre en Trypanosoma brucei, donde se sugiere que TbPRMT7 produciria
monometil-argininas y actuaria de manera sinérgica con las enzimas de tipo | y I
(Fisk y Read, 2008; 2011).

En este estudio, la caracterizacién de las enzimas EhPRMT5 y EhRPRMT-A incluy6
la localizacion de las proteinas mediante ensayos de inmunofluorescencia y
microscopia confocal utilizando anticuerpos obtenidos de la inmunizacion de
animales con las proteinas recombinantes purificadas. Primeramente, con estos
anticuerpos se realizaron experimentos de Western blot que demostraron que éstos
son especificos para el reconocimiento de la respectiva EhPRMT, ya que no hubo
reconocimiento cruzado con otras EhPRMT’s recombinantes ni de cualquier otra
proteina amibiana. Por otra parte, los ensayos de inmunolocalizacion revelaron que

EhPRMT5 se localiza de manera polarizada hacia varios puntos extremos de las
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células, los que pudieran ser pseuddpodos, y en regiones que pudieran ser
episodios de division celular. Por su parte, ERPRMT-A se encontré distribuida de
manera homogénea en el citoplasma de los trofozoitos analizados, aunque también
se observd en el area que parece corresponder a la membrana citoplasmatica
interna, alrededor y en el interior de los nucleos. La presencia de PRMT’s en el
citoplasma no es raro, ya que se ha descrito que diversas proteinas citoplasmicas

son blanco de la metilacion de argininas por este tipo de enzimas (Wei et al., 2014).

Debido a que en otros organismos se ha comprobado la presencia de PRMT’s tanto
en citoplasma como en nucleo, se realizé un analisis de las secuencias de
EhPRMT5 y EhPRMT-A con el software PSORT I, el cual es un programa de
prediccién de localizacidon subcelular. Al analizar las secuencias de las proteinas de
amiba con este software, no se encontré secuencia de péptido sefial, asi como
tampoco con una secuencia de localizacion nuclear. El software ademas indica que
la prediccion de localizacién subcelular es citoplasmatica, con un porcentaje de
fiabilidad de 56.5% para EhPRMT5 y de 53% para EhPRMT-A (datos no
mostrados). De forma interesante, PRMT1 en distintas especies esta distribuida en
diferentes compartimentos celulares, ademas de realizar funciones completamente
distintas de organismo a organismo. PRMT1 de humano se encuentra
mayoritariamente en ndcleo realizando la metilacién de histonas y otros sustratos
nucleares, aunque se ha encontrado que puede tener actividad sobre blancos
citoplasmaticos, como la subunidad Iga del receptor BCR de células B, donde regula
negativamente la actividad de la via de sefializacion de PI3K, lo que provoca la
diferenciacion de las células B (Wei et al, 2014). PRMT1 de Toxoplasma gondii
(TgPRMT1) co-precipita con un ort6logo de la proteina Argonauta, que participa en
el mecanismo del RNA interferente, es decir, un sustrato citoplasmatico (Croken et
al, 2012). Se menciona ademas que la metilacion de proteinas no histonas por
TgPRMT1 pudiera tener una implicacion en la sobrevivencia del parasito (Croken et
al, 2012). En un estudio donde se analizé la localizacion subcelular de dos PRMT’s
de tipo | de mamifero (PRMT1 y 3) se encontr0 que PRMT1 se encontraba
principalmente en ndcleo y ligeramente en citoplasma, mientras que PRMT3 se

localizaba primariamente en citoplasma (Tang et al, 1998). En ese trabajo se sugiere
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ademas la posibilidad de que exista interaccion entre ambas PRMT’s (1 y 3) o con
otras proteinas que puedan alterar su localizacién subcelular, debido a que se ha
encontrado que PRMT1 interactia con los dominios citoplasmaticos del receptor de
interferon a y B, las cuales a su vez interactian con proteinas como JAK cinasas y
factores de transcripcion STAT, que participan en vias de sefalizacion donde el
interferon participa (Tang et al, 1998; Wang et al, 2014). Ademas, se ha reportado
que modificaciones postraduccionales también estan involucradas en la localizacién
de algunas PRMT’s; por ejemplo, la fosforilacién del residuo de serina en posicion
217 (S217) de CARM1 (también conocida como PRMT4) participa en la
relocalizacion de la proteina, sugiriendo que CARML1 es fosforilada en el nicleo y
posterior a la modificacion, ésta se mueve al citoplasma (Feng et al., 2009). El
andlisis in silico de EhPRMT-A y EhPRMT5 con el programa NetPhos (ExXPASYy)
evidencié que ambas tienen mudltiples residuos que pudieran ser blancos de
fosforilacién (datos no mostrados), lo que abre la posibilidad de que la modificacion
de esas PRMT’s por cinasas del parasito pueda jugar un rol en su localizacién y
actividad. Por otra parte, cuando se inhibe la metilacion por PRMT1, esta proteina
se acumula en el ndcleo unida a sustratos no metilados y una vez que se reanuda
la metilacion, PRMTL1 es distribuida nuevamente al citoplasma (Herrmann et al.,
2005). Ademas se ha reportado que PRMT1 de humano, al igual que EnPRMT5 y
EhPRMT-A, no tiene sefial de localizacion nuclear, por lo que se sugiere que ésta
puede relocalizarse al nacleo mediante la union a ribonucleoproteinas heterogéneas
nucleares (hnRNP’s) recién sintetizadas desde el citoplasma. Asi, aunque la
localizacion de EhPRMT5 se detectd en el citoplasma de los trofozoitos, existe la
posibilidad de que esta localizacion pueda deberse a que los trofozoitos utilizados
para ubicar a la enzima subcelularmente fueron obtenidos en condiciones de cultivo
normales, por lo que hace falta aplicar algun tipo de estimulo, como fagocitosis de
bacterias o0 eritrocitos, induccion de estrés, inhibicion de la metilacion,
enquistamiento, etc., que permita observar si la proteina EnPRMT5 permanece en
el citoplasma o si se relocaliza en el nicleo, ya sea por efecto de modificaciones
postraduccionales y/o por su asociacion con otras proteinas, y asi realizar la

metilacion de histonas que lleven a cabo una regulacion transcripcional. Otra
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posibilidad es que a pesar de que in vitro EnPRMT5 mostré actividad sobre histonas,
in vivo tenga actividad exclusiva sobre proteinas citoplasmicas. Por otra parte, se
sabe que PRMT5 de humano tiene participacion en el desarrollo de ciertos tipos de
neoplasias, debido a que se sobreexpresa en cancer de cerebro, mama, vejiga,
sangre, colon y estbmago (Wang et al, 2014). Ademas, se sabe que en células de
cancer linfoide, PRMT5 participa en la metilacion de las histonas H3 y H4, evento
que correlaciona con una represion transcripcional de RBL2, un inhibidor de la
proliferacion celular (Wang et al, 2014). Asi, a pesar de que HsSPRMT5 tiene una
localizacion primariamente citoplasmatica, donde interactia con el receptor de
factor de crecimiento epidérmico (Wang et al, 2014) y con proteinas de la familia de
Janus cinasas (Karkhanis et al, 2011), entre otras, también tiene un papel
importante en el crecimiento celular actuando directamente sobre la cromatina. Sin
embargo, hasta el momento no se ha reportado la participacion de PRMT5 en
motilidad y citocinesis, como parece ser que ocurre con EnPRMT5 en los trofozoitos
de E. histolytica. Interesantemente, un estudio en Trypanosoma brucei donde se
silencio la proteina PRMT6 (TbPRMT6) mediante RNA de interferencia, se encontrd
que los parasitos presentan un crecimiento lento y que las células no se separan,
dando como resultado cuerpos gigantes con “cabezas” que emergen desde un
cuerpo central, en donde cada cabeza mostro tincién con DAPI (Fisk et al, 2010). A
diferencia de PRMT6 de humano, cuya localizacibn es nuclear, TORMT6 se
encontré en el citoplasma y la purificacién de proteinas con afinidad a TOPRMT6
reveld la interaccion de esta enzima con proteinas flagelares, las cuales se sabe
gue participan en la division celular de este parasito (Fisk et al., 2010), apoyando la
hip6tesis de que TOPRMT6 pudiera tener un papel importante en la division celular
de T. brucei. De igual manera, la deteccion de EhPRMT5 en sitios de aparente
division de los trofozoitos sugiere la participacion de esta metil-transferasa en la
citocinesis de E. histolytica, tal vez regulando la actividad de proteinas que llevan a

cabo este proceso en el parasito.

En el caso de EnPRMT-A, su presencia en el nucleo sugiere de manera fuerte una
actividad de metil-transferasa de histonas y/o de otros factores nucleares. La
presencia de EhPRMT-A en el ndcleo puede deberse a un mecanismo de
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translocacion similar al observado los estudios anteriormente mencionados
(Herrmann et al, 2005; Feng et al, 2009), dado que la proteina no cuenta con una
sefal de localizacién nuclear, pero si muchos sitios potenciales de fosforilacion. De
cualquier manera, las proteinas blanco citopladsmicos y nucleares de EnPRMT-A se

desconocen aun.

En conclusién, por los estudios realizados en el presente trabajo se determind que
EhPRMT5 y EhNPRMT-A poseen actividad enzimatica de metil-transferasa y que
EhPRMTS5 es capaz de dimetilar in vitro a la histona 4 en la arginina 3 (H4R8 en E.
histolytica). Aunque la localizacion de EhRPRMTS5 es citoplasmica, es posible que un
estimulo induzca su translocacion al nicleo para catalizar la metilacién de histonas

y tener un efecto en la regulacién transcripcional de E. histolytica.
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9. Perspectivas

Después de lo encontrado en este trabajo, aun queda por determinar si EhnPRMT5
y EhPRMT-A tienen como blanco otros residuos de arginina en las histonas del
parasito, por lo que la obtencion de las mismas de manera recombinante es
pertinente para analizar la capacidad de las enzimas de metilar mas de una histona
y la repercusién de éstas metilaciones en la regulacion transcripcional del parasito.
También seria importante conocer las proteinas citoplasmicas blanco de las
EhPRMTs y su efecto en la biologia del microorganismo, asi como identificar el tipo
de actividad de cada PRMT (tipo I, dimetilacion asimétrica; tipo Il, dimetilacién

simétrica; o tipo Ill, monometilacion).
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