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RESUMEN

La amibiasis intestinal en humanos es ocasiona por el parasito protozoario Entamoeba
histolytica. Esta parasitosis afecta anualmente alrededor de 50 millones de personas en el
mundo, y de éstas 40,000 a 100,000 mueren cada afio. La infeccion inicia por la ingestion
de quistes que se encuentran en el agua o alimentos contaminados, siendo éstos la fase
infectiva del parasito. Una vez dentro del hospedero, ocurre el proceso de
desenquistamiento para dar origen a los trofozoitos, que constituyen la fase infectiva. Se
sabe que el parasito alterna entre dos fases de vida, tanto el enquistamiento asi como el
desenquistamiento son procesos esenciales que son finamente regulados por cambios en
la expresion de genes. Debido a que el quiste es la fase de transmisién de la enfermedad,
es que el proceso que conlleva a su formacién ha sido objeto de diferentes estudios que
han permitido dilucidar algunos de los mecanismos celulares que patrticipan, utilizando
como modelo de estudio a E. invadens, debido a que no existe un modelo eficiente de
enquistamiento in vitro de E. histolytica. Sin embargo, los mecanismos moleculares han
sido poco estudiados, aunque algunos estudios han sugerido que las modificaciones post
— traduccionales (PTMs) de las histonas podrian ser uno de los mecanismos moleculares
involucrados en regular el proceso de enquistamiento. Sin embargo, se desconoce qué
histona o histonas y en qué residuos pueden ocurrir estas acetilaciones u otras PTMs y de
gué manera la acetilacion y desacetilacion de las histonas, a través de las HDACSs, podrian

participar en la regulacion de la expresion de genes implicados en el enquistamiento.

En este trabajo, se realizé la identificacion de PTMs asociadas a activacion transcripcional
gue ocurren en el extremo NH; terminal de la histona H4 tanto en la etapa de trofozoitos
como quistes de E. invadens como son: la histona H4 pan-acetilada (K5, K8, K12 y K16) y
H4R3mel. Nuestros resultados de Western blort indican que, estas PTMs no fueron
diferenciales entre cada fase del parasito. Sin embargo, para saber si existia una ubicacion
diferencial de estas marcas en el nlcleo que permitiera regular de manera fase especifica
la expresion de genes, se llevaron a cabo ensayos de inmunofluorescencia. Nuestros datos
muestran que para los trofozoitos las marcas de activacion tanto la acetilacion de la histona
H4 (K5, K8, K12 y K16) asi como la de la monometilacion de la arginina 3 de la histona H4
se distribuyen en todo el nucleo. Por su parte, en los quistes, estas mismas marcas de
activacion se localizaron en todo el nucleo excepto en la regién central, sugiriendo que

existe una localizacion diferencial entre ambas fases del parésito. Ademas, se demostro
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que para la fase de trofozoitos las marcas de activacion y de represion transcripcional
colocalizan, sugiriendo que el ndcleo de trofozoitos no estd compartamentalizado. En
contraste, en el caso de los quistes se determind que las marcas de activacion se localizan
en la periferia nuclear mientras que en la mayoria de los eucariontes éstas ocupan la parte
central del ntcleo lo que sugiere que en los quistes de E. invadens la arquitectura nuclear

es inversa.

Para averiguar cual es el papel de la acetilacion en el enquistamiento de E. invadens, se
utilizé un inhibidor de las HDACs de la clase | y Il como es la Tricostatina A (TSA) y se
observé una disminucién en el porcentaje de enquistamiento en las células tratadas con
TSA en comparacion con las no tratadas con este inhibidor. Ademas, mediante ensayos
RT—qPCR se demostré que existe una desregulacion de genes asociados a la formacion
de la pared del quiste tales como Jacob 1y 2, Jessie 3a y 3b, quitinasa 1, 2 y 3 asi como
genes que participan en la via de sintesis de quitina como son la glucosamina 6 fosfato N
— acetiltransferasa (GNA) y las quitina sintasa 1 y 2. Estos resultados sugieren que la
acetilacion y la desacetilacion de las histonas juega un papel importante en regular la
expresion de genes que participan en el enquistamiento de E. invadens. Ademas, estos
datos indican que una EiIHDAC3 — like, la cual es la Unica HDAC de la clase | presente en
este pardsito, podria ser la responsable de regular los genes del enquistamiento. Estos
hallazgos nos permiten proponer a HDAC3 - like como un potencial blanco para el
desarrollo de una epidroga que podria bloquear el enquistamiento e impactar en la

transmision de E. histolytica.
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ABSTRACT

The intestinal amoebiasis in humans is produced by the protozoan parasite Entamoeba
histolytica. The amoebiasis annually affects around 50 million people worldwide and 40,000
to 100,000 die each year. The infection begins with the consumption of cysts found in
contaminated water or food, which is the infective stage of this parasite. Once inside the
host, the process of excystation occurs to give rise to the trophozoites, which constitute the
infective stage. It is known that the parasite alternates between two stages of life, both
encystation as well as excystation are essential processes that are finely regulated by
changes in the expression of genes. Because the cyst is the transmission stage of the
disease, it has been subject to different studies to elucidate the cellular mechanisms
involved in this process using E. invadens as a study model because there is not yet an
efficient in vitro encystation model of E. histolytica. However, molecular mechanisms that
control the encystation have been little studied, although some studies have suggested that
histones post—translational modifications (PTMs) such as histone acetylation could be one
of the molecular mechanisms implicated in this process. However, it is unknown what
histone or histones and in what residues these acetylations occur and how the histones
acetylation and deacetylation [through of the Histone Deacetylases (HDACS)], could be

participated in the regulation of the genes involved in the encystation.

In this work, we identified PTMs associated with transcriptional activation that occur in the
NHz-terminus of histone H4 in trophozoites and cysts of E. invadens such as: pan-acetylated
histone H4 (K5, K8, K12 and K16) and H4R3mel. Our Western blot results indicate that,
these PTMs were not differential between each stage of the parasite. However, in order to
know whether there is a differential location of these marks in the nucleus that allow to
regulate the expression of genes in a specific stage, immunofluorescence assays were
carried out. Our data showed that in trophozoites, the activation marks such as histone H4
acetylation (K5, K8, K12 and K16) as well as monomethylation of arginine 3 of histone H4,
are distributed throughout the nucleus. On the other hand, in the cysts, these marks of
activation were distributed throughout the nucleus except in the central region, suggesting
that those marks have a differential localization between both stages of the parasite. In
addition our findings suggests that in trophozoite stage the activation and transcriptional
repression marks co-localize, suggesting that trophozoites nucleus is not

compartmentalized. In contrast, in the cysts, the activation marks are located in the nuclear

XVi



periphery whereas in the majority of the eukaryotes they are ubicated in the central part of
the nucleus, which suggests that in the cysts of E. invadens the architecture nuclear is

inverse.

To know whether the histone acetylation play a role in the encystation of E. invadens,
Trichostatin A (TSA), an inhibitor of class | and Il HDACs was used. We found that TSA
decreased the percentage of encystation in about a 60%. RT—gPCR assays showed that
H4 histone hyperacetylation reduced the expression of genes implicated in the cyst wall
formation such as:Jacob 1 and 2, Jessie 3a and 3b, chitinase 1, 2 and 3. As well as genes
involved in the chitin synthesis pathway such as glucosamine 6 phosphate N-
acetyltransferase (GNA) and chitin synthase 1 and 2. These results suggest that acetylation
and deacetylation of histones control the expression of genes that participate in the
encystation of E. invadens. Furthermore, these results suggest that an EIHDAC3 - like,
(which is the only class | HDAC present in this parasite) could be responsible for regulating
the encystation genes. These findings allow us to propose HDACS3 - like as a potential target
for the development of an epi-drug that could block encystation and impact in the

transmission of E. histolytica.
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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia de la amibiasis en salud publicay manifestaciones clinicas.
Entamoeba histolytica es el parasito protozoario responsable de la disenteria amibiana, la
colitis amibiana y la amibiasis extraintestinal invasiva en humanos. La Organizacion Mundial
de la Salud estima que esta parasitosis afecta anualmente alrededor de 50 millones de
personas en el mundo, de las cuales 40,000 a 100,000 mueren cada afio (WHO/PAHO,
1997). Esta parasitosis es mas frecuente en paises subdesarrollados con condiciones
sanitarias pobres y con una alta densidad de poblacién, por lo que se considera la tercera
parasitosis mas importante después de la malaria y la esquistosomiasis (WHO/PAHO,
1997). La alta prevalencia de la infeccién se debe a su forma de transmision que ocurre a
través del consumo de alimentos 0 de agua contaminada con materia fecal que contiene a
los quistes, los cuales son la forma infectiva del pardsito. Las regiones principalmente
afectadas por la amibiasis son: México, América Central y del Sur, India y Africa.
(WHO/PAHO, 1997). En México, la amibiasis es una de las veinte principales causas de
enfermedad. De acuerdo con la distribuciéon geogréfica, los estados del sur y sureste del
pais son los que presentan una tasa de incidencia de 500 casos por cada 100,000
habitantes. Los intervalos de edad en los cuales se encuentran dichas tasas de incidencia
son individuos menores de 14 afios y mayores de 50 afios, afectando de igual manera a
ambos sexos (SSA, 2012; Ximénez C, 2006).

1.2 Ciclo biolégico de E. histolytica.
E. histolytica tiene un ciclo de vida simple que alterna entre dos etapas: el quiste que
constituye la etapa infectiva y el trofozoito que es la etapa invasiva. Como se observa en la
figura 1, la infecciobn en el humano por E. histolytica inicia por la ingestion de quistes
cuadrinucleados que se encuentran en el agua o alimentos contaminados (Haque R., et al.,
2003). Una vez que el quiste llega al tracto gastrointestinal, éste se expone a diversas
condiciones, como son: el pH acido del estbmago, cambios osméticos, enzimas digestivas,
lipasas, sales biliares y lipidos provenientes de la dieta del hospedero (Eichinger D, 2001a;
Makioka A, et al., 2006; Mitra BN, et al., 2010). Se sugiere que estas condiciones, a través
de interacciones hidrofobicas podrian incrementar la permeabilidad de la pared del quiste,
lo que ocasiona la liberacion de iones como el Ca?*, que alteran el equilibrio osmético del
quiste (Mitra BN, et al., 2010). Finalmente, el quiste llega al ileon en donde ocurre el proceso
de desenquistamiento, que consiste en la division del quiste cuadrinucleado que dara origen

a ocho trofozoitos, que constituyen la forma invasiva de este parasito. Los trofozoitos a
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través de la lectina especifica galactosa/N-acetil-D-galactosamina (Gal/GalNAc), se unen a
la mucosa del colon, lo que puede conducir a la colonizacion asintomatica (90% de las
infecciones), a la colitis amebiana (en 10% de los individuos infectados) o la amibiasis
extraintestinal invasiva, principalmente absceso hepético, que ocurre en el 10% de las
personas con amebiasis extraintestinal invasiva, y con menos frecuencia el pulmén,
cerebro, bazo y rindn (Haque R, et al., 2003; Stanley SL Jr, 2003).

Alternativamente, bajo ciertas condiciones que alun no han sido determinadas con claridad,
los trofozoitos se enquistan nuevamente y salen al ambiente a través de las heces y de esta
manera contaminan nuevamente agua y alimentos, iniciindose nuevamente el ciclo
biolégico (Figura 1). (Eichinger D, 2001a; Haque R, et al., 2003).

1.3 Caracteristicas de trofozoitos y quistes.
Como ya lo mencionamos, las dos entidades bioldgicas importantes en la infeccién por E.
histolytica son el trofozoito y el quiste, por lo que a continuacion se describiran las
caracteristicas mas relevantes de cada uno de ellos.

1.3.1 Trofozoito.

El trofozoito, es la fase invasiva de E. histolytica y mide entre 20—40 um, es polimarfico, lo
cual se debe a la fluidez de su citoplasma, a la plasticidad de su membrana plasmatica y a
la capacidad de restructuracion de su citoesqueleto. Estas caracteristicas no solo le
permiten moverse y desplazarse eficientemente formando proyecciones del citoplasma
llamadas pseudépodos, sino que también son determinantes para su nutricion ya que
participan en la captura de alimento mediante fagocitosis y pinocitosis (Chavez—Munguia
B. y Gonzalez— Robles A, 2013).

Los trofozoitos presentan un nicleo esférico que mide de 4 a 7 um de diametro. A diferencia
de otras células eucariontes, el DNA ribosomal se localiza en la periferia nuclear, mientras
gue el DNA gendmico se localiza en la posicién central y aparentemente no se condensa
para forman cromosomas tipicos. Dentro del ndcleo es frecuente observar un numero
variable de pequefias esferas, denominadas esférulas nucleares, las cuales miden de 0.2—
0.5 um de diametro y al microscopio se observan refringentes, pero hasta la fecha se
desconoce su funcion (Chavez—Munguia B. y Gonzalez— Robles A, 2013).

En lo que respecta al citoplasma de los trofozoitos de E. histolytica, este presenta

numerosas vacuolas limitadas por una membrana que poseen caracteristicas moleculares



muy especificas para su funcion en el transporte de sustancias durante la fagocitosis y la
pinocitosis, asi como para la fusidn de varias vacuolas a la membrana plasmatica. También
se encuentran abundantes granulos de glucégeno y numerosos agregados en forma de
bastén formados por ribosomas dispuestos helicoidalmente en donde se realiza la sintesis

de las proteinas (Chavez—Munguia B. y Gonzélez—Robles A, 2013).

Ingestion of fecally contaminated
water or food containing
Entamoeba histolytica cysts

g,,-:

Pleural and
pericardial effusions

Figura 1. Ciclo bioldgico de E. histolytica (Tomado de Haque R, et al., 2003).



Respecto al citoesqueleto de este parasito, se han identificado los genes que codifican para
las diferentes formas de la tubulina, miosina I, cadenas regulatorias y esenciales de
miosina Il, proteinas de los filamentos intermedios asi como para la actina, las cuales estan
directamente relacionadas con la capacidad motriz e invasiva de los trofozoitos (Meza |, et
al., 2006).

1.3.1.1 Mecanismo de invasion del trofozoito de E. histolytica.

El proceso de invasion que es llevado a cabo por los trofozoitos de E. histolytica es uno de
los mas elaborados entre los patdgenos intestinales. La capa de mucina que recubre el
epitelio del colon es el principal obstaculo para invadirlo, por lo que E. histolytica posee
sofisticados mecanismos para penetrarla.

El primer paso para la invasion intestinal es el contacto y adhesion a las células del
hospedero. En la adhesién participan moléculas especializadas de parasito llamadas
adhesinas. La mas estudiada es la lectina galactosa/N-acetil-D-galactosamina
(Gal/GalNAc), la cual se une a los residuos galactosa—N—acetil-D—galactosamina de las
glicoproteinas de las células. (Haque R, et al., 2003). La proteina nativa estd compuesta
por un heterodimero con un peso molecular de 260 kDa, formado por una cadena pesada
(170 kDa) unida por un enlace disulfuro a la cadena ligera (35/31 kDa). La subunidad
pesada de la Gal/GalNAc se compone de una pequefa cola citoplasmatica, una parte
anclada a la membrana y un gran dominio N—terminal extracelular rico en cisteina. La regién
citoplasmatica tiene una gran identidad con secuencias de [(2-integrina, lo que
aparentemente le concede un papel en la sefializacion de la actividad adhesiva de las
lectinas. Por otro lado, la region rica en cisteina es esencial para la adherencia y la
resistencia al complemento e incluye el sitio de unién al ligando de la lectina Gal/GalNAc.
La subunidad ligera tiene dos isoformas, una de 35 kDa y otra de 31 kDa; esta ultima incluye
la molécula de anclaje de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) (Mann BJ, 2002). Se han descrito
otras moléculas en las amibas que estan implicadas en la adherencia, y aunque menos
estudiadas, también son importantes. Entre ellas estan la lectina de 220 kDa que se une a
la N—acetilglucosamina (Rosales—Encina JL. et al., 1987) y la adhesina de 112 kDa, que
posee actividad enzimatica de cistein—proteasa, por lo que podria también participar en la

degradacion de moléculas durante la invasién a los tejidos (Garcia-Rivera G, et al., 1999).

Una vez que el trofozoito se adhiere a la capa mucosa de las células epiteliales, se
desencadena la secrecion de una serie de proteinas entre las que se encuentran cistein—

proteasas, que son capaces de degradar componentes de la matriz extracelular, como



colagena, elastina, fibrinbgeno, y laminina. También se secreta la proteina ameboporo, la
cual constituye una familia de péptidos pequefios (5—30 kDa) contenidos en vesiculas del
citoplasma de las amibas que forman canales idnicos entre los fosfolipidos de la membrana
celular del hospedero, lo que permite el paso de iones principalmente Ca?*, agua y
moléculas pequefas lo que altera el equilibrio osmoético de la célula del hospedero
llevandola a su lisis. Por otra parte, la lisis celular también puede ser producida por la
induccién de la apoptosis a través de la via de las caspasas (Huston CD. et al., 2000;
Raiston K. y Petri WA Jr., 2011).

Las células caliciformes encargadas de la produccién de la mucina agotan su capacidad de
responder a la mucina destruida por los trofozoitos. Ademas Entamoeba secreta otras
enzimas como la N-acetilglucosaminidasa que provoca la ruptura entre las células
epiteliales para alcanzan el torrente sanguineo lo que les permite, por una parte, fagocitar
a los eritrocitos, lo que les asegura su fuente de hierro que es indispensable para su
sobrevivencia, y por otro lado su diseminacién a otros érganos como higado o pulmoén, para
producir absceso hepéatico o pulmonar (Haque R. et al., 2003; Stanley SL Jr. 2003; Olivos—
Garcia A. et al, 2011).

Sin embargo, cuando las condiciones del medio ambiente nho son muy propicias, el
trofozoito empieza a cambiar de forma; deja de emitir pseudépodos, se pierde la forma
ameboide y se hace esférico, al tiempo que aparece una pared gruesa llamada pared
quistica (Petri WA Jr y Mann BJ., 1993). También es expulsado hacia el exterior todo el
contenido de las vacuolas y empieza a formar material de reserva como vacuolas de
glucdgeno y barras cromatoides. El cambio de trofozoito concluye con la formacién de un

quiste.

1.3.2 Quiste.

El quiste es la fase infectiva de E. histolytica y presenta una estructura esférica que mide
de 10-20 um. Durante el proceso de enquistamiento de la amiba se forma la pared del
quiste, la cual le permite resistir el jugo gastrico, asi como factores ambientales externos:
temperatura, osmolaridad, desecacién y concentraciones habituales de cloro en el agua.
Se estima que el quiste sobrevive en un ambiente himedo cuando la temperatura oscila
entre 28—-34°C durante una semana, y hasta un mes, si la temperatura es de 10°C (Romero—
Cabello R. y Becerril-Flores MA. 2004; Campos JM. et al., 2011).



La pared del quiste es una capa fibrosa que mide de 120-150 um de espesor y cuyo
principal componente es la quitina, un polimero de carbohidratos formado por unidades de
N-acetil-D glucosamina. Tradicionalmente se consider6 a la pared quistica como una
estructura impermeable que mantenia aislado al quiste del medio exterior. Sin embargo,
cuando los quistes son tratados con una solucion que contiene rojo de rutenio, el cual es
un colorante denso a los electrones, la pared se observa obscura debido al paso del
colorante al interior, a diferencia de lo que se aprecia en los quistes no tratados con el
colorante. Este hecho demuestra que la pared del quiste es permeable al aguay a particulas
muy pequefias, lo que les permite mantener el minimo de humedad e intercambio selectivo

necesario para su supervivencia (Chavez—Munguia B. y Martinez—Palomo A. 2011).

En el citoplasma del quiste se observan de 1 a 4 nucleos dependiendo de su grado de
madurez. La poblacion de vacuolas es notablemente menor que en los trofozoitos.
Destacan también uno o varios agregados de polirribosomas dispuestos ordenadamente y
de apariencia cristaloide, denominados cuerpos cromatoides. Estos agregados no estan
limitados por una membrana y por su tamafio no son facilmente visibles al microscopio

optico (Chavez—Munguia B. y Martinez—Palomo A. 2011).

Como ya se menciond la pared del quiste le confiere resistencia y es el vehiculo para
infectar nuevos hospederos, es por ello que las proteinas que lo constituyen han sido objeto
de amplio estudio. De esta manera en el 2012 mediante estudios de proteémica realizados
por Ali y cols., se identificaron 417 proteinas Unicas aisladas de quistes provenientes de
personas infectadas por E. histolytica. De estas, solo 195 fueron exclusivas de dicha etapa.
De las 195 proteinas identificadas, 77 tienen funcion desconocida, mientras que el resto de
las proteinas (118 restantes) incluyen proteinas cinasas, GTPasas, proteinas de
recubrimiento y/o trafico vesicular, de reparacion del DNA y algunas otras relacionadas a la
transcripcién/traduccién. Cabe destacar que entre las proteinas identificadas se encuentran
4 proteinas especificas de la pared quistica: Jacob, Jessie, quitinasa y quitina sintasa. Por
lo que estas han sido objeto de amplio estudio con el propésito de entender los mecanismos
gue regulan la expresion de cada una de ellas, asi como su participaciéon en la formacion
del quiste (Ali IK. et al., 2012).

Debido a que el quiste constituye la etapa infectiva, es que resulta de gran interés para el

disefio de alguna droga o vacuna que inhiba su formacion y en consecuencia, la



diseminacion de la enfermedad, es por ello que de aqui en adelante nos enfocaremos a

hablar mas ampliamente de esta fase del ciclo de vida de E. histolytica.

1.3.2.1 Principales componentes de la pared del quiste
A partir de 1978, afio en el que Diamond LS., describié el medio TYI-S-33 para el cultivo
axénico de trofozoitos de E. histolytica se ha avanzado en el conocimiento de la biologia
celular y molecular de los trofozoitos, pero no asi para los quistes y su proceso de formacién
(Diamond LS. et al., 1978).

E. histolytica no se enquista facilmente en cultivos axénicos, mientras que Entamoeba
invadens, un patégeno de reptiles, se enquista facilmente in vitro, ademas que en los
reptiles este parasito desarrolla un ciclo de vida similar al de E. histolytica en el humano,
por lo que se ha utilizado como modelo de estudio para investigar los probables
mecanismos celulares y moleculares que desencadenan la formacion del quiste (Eichinger
D., 1997).

Estudios de difraccion de rayos X y de unién a lectinas, muestran que la quitina es el
principal componente de la pared quistica de E. histolytica y de E. invadens (Arroyo-
Begovich A., et al., 1980, 1982). Asimismo, mediante espectrometria de masas realizada a
partir del aislamiento de la pared del quiste de E. invadens, se ha identificado que, ademas
de quitina, también contiene 3 familias de lectinas, que son la quitinasa, y las proteinas
Jessie y Jacob, las cuales se caracterizan por contener uno 0 mas dominios de unién a
quitina (CBD’s) ricos en Cys que son exclusivos de Entamoeba y que solo se expresan
durante la etapa de enquistamiento de E. invadens (Frisardi M., et al., 2000; Van Dellen KL.
et al., 2002). También posee dos enzimas mas que son la quitina sintasa, (encargada de la
sintesis de quitina) y quitina desacetilasa (encargada de las madificaciones de la quitina
generando quitosan); todas ellas, junto con la quitinasa, comparten un ancestro comun con
las enzimas de Saccharomyces (de la Vega H., et al., 1997; Van Dellen KL., et al., 2006,
Das S. et al., 2006; Dey T. et al., 2009).

1.3.2.2 Mecanismo propuesto para la formacién del quiste.
En base al conocimiento de los diferentes componentes de la pared del quiste, en el 2009
el grupo de Chatterjee y cols., propuso un modelo conocido como “wattle and daub”, en

donde se sugiere que la pared del quiste se formar en tres fases: “fundacion”, “wattle” y
“‘daub”.



Durante la fase de “fundacion”, las lectinas Jacob, se unen a la superficie de la membrana
plasmética de la amiba a través de las lectinas Gal/GalNAc expresadas constitutivamente
(Figura 2, inciso 1).

En la fase “wattle”, las fibras de quitina recién sintetizadas que estan localizadas en
pequefias vesiculas, se movilizan a la membrana plasméatica y se entrecruzan con las
lectinas Jacob que son sintetizadas en la etapa temprana del enquistamiento en vesiculas

distintas a las que contienen a la quitina (Figura 2, inciso 2).

En la fase “daub”, las lectinas Jessie que son sintetizadas en etapa tardia del
enquistamiento, se unen a las fibras de quitina a través del dominio “daub” promoviendo su
auto-agregacion. Una vez que ocurre esta auto-agregacion la pared se vuelve impermeable

al paso de moléculas (Figura 2, inciso 3).

La formacion de la pared del quiste es un proceso complejo que implica multiples reacciones
acopladas en una via enzimatica tanto en E. histolytica como en E. invadens. Se conoce
que el glucégeno almacenado es el principal recurso de glucosa, tanto en el trofozoito como
en el quiste, y la degradacion del glucégeno es uno de los principales recursos de glucosa
para producir energia, asi como para la sintesis de quitina durante el enquistamiento de
Entamoeba (Samanta SK. y Ghosh SK., 2012). La sintesis de quitina a partir de glucégeno
inicia con la participacion de la enzima glucégeno fosforilasa, la cual actta hidrolizando al
glucdgeno lo que permite la generacion de moléculas de D—glucosa, la cual posteriormente
es sustrato para la enzima hexocinasa, la cual transfiere un grupo fosfato para convertirla
en D—glucosa—6—fosfato. Esta molécula es transformada a D—fructosa—6—fosfato por la
enzima Glucosa — 6—fosfato— isomerasa o GIn6Pi. Esta reaccion enzimética limita la tasa
de sintesis de la quitina pues ha sido demostrado mediante el uso de un siRNA dirigido
contra GIn6Pi que la cantidad de quitina producida en las células en donde GIn6Pi es
silenciada se reduce de un 62 — 64% en comparacion con las células control (Aguilar — Diaz,
H. et al., 2012; Samanta SK, y Ghosh SK., 2012), lo que indica que la enzima GIn—6—Pi es
clave para la biosintesis de quitina en Entamoeba. La cascada enzimatica continta con la
actividad secuencial de cuatro enzimas mas, de las cuales la UDP-GIcNAc pirofosforilasa
es la enzima limitante de la velocidad regulada alostéricamente por la glucosamina—6—

fosfato. Finalmente, la via se completa con la polimerizacion de GInNAc y la formacion de



quitina por la actividad de una sintasa de quitina de la familia B—glicosil-transferasa
(Aguilar-Diaz H. et al., 2011).
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Membrana plasmatica —

2) Fase “Wattle”

Membrana plasmatica =L |

3) Fase “Daub”

Membrana plasmatica
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Lectina Gal/GalNAc Lectina Jacob Quitinasa Lectina Jessie
e
cm— CS
’
Cistein-proteasa Fibras de Quitina  Sintasa de Quitina Desacetilasa de
Quitina

Figura 2. Modelo de “wattle and daub” propuesto para la formacién de la pared del quiste de Entamoeba.
(Tomado de Chatterjee A. et al., 2009; Samuelson J. y Robbins P., 2011)
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Figura 3. Via de sintesis de quitina propuesta para E. invadens.
(Tomado de Samanta SK. y Ghosh SK., 2012).

1.3.2.3 Estimulos que inducen el enquistamiento de Entamoeba.
En algunos protozoarios el enquistamiento in vitro se logra por la exposiciéon de cultivos
axénicos a condiciones que mimetizan los factores del microambiente que disparan este
proceso. Sin embargo, en el caso de E. histolytica es dificil la transformacion a quistes por
estos tratamientos por lo que la mayoria de las investigaciones encamindadas a dilucidar
los probables mecanismos que desencadenan este proceso se han realizado en el parasito
de reptil E. invadens, en donde el enquistamiento in vitro puede ser inducido mediante
choque osmdético (Bailey GB. y Rengypian S., 1980), la eliminaciéon de las fuentes de
carbono como la glucosa en el medio de cultivo (Vazquezdelara-Cisneros LG. y Arroyo-
Begovich A., 1984) o la combinacion de ambas condiciones (Avron B. et al., 1986). Sin
embargo, los altos niveles de formacion de quistes requieren de la adicion de 5% de suero

y de la glicoproteina mucina, que actia como un ligando para la lectina de membrana de
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Entamoeba y estimula la agregacion de los trofozoitos (Eichinger D., 2001b). Este
fendmeno ocurre de manera dosis—especifica, ya que altas concentraciones de mucina
pueden inhibir la agregacion y enquistamiento. También se ha observado que se puede
prescindir del requerimiento de mucina mediante el tratamiento con agonistas de los
receptores B-adrenérgicos como las catecolaminas: epinefrina y norepinefrina; aunque la
funcién de estas moléculas en la regulacion del enquistamiento ain no ha sido establecida
(Coppi A. et al., 2002; Jeelani G. et al., 2012).

Informacion sobre las vias de transduccion de sefiales que conducen a la activacion de los
genes relacionados con el enquistamiento es escasa. Hasta ahora, solo la transduccion de
la sefal derivada de la activacion de la lectina Gal-p1 y el receptor adrenérgico de
catecolaminas se han asociado con el enquistamiento de E. invadens. Este parésito
expresa una lectina similar a la de E. histolytica en su superficie. Aunque se presume que
la lectina Gal/GalNAc posee funciones de sefializacion transmembranal debido a que
cuenta con una secuencia de B2—-integrina en el dominio citoplasmico de su subunidad
pesada, moléculas de sefializacion rio abajo de la lectina Gal/GalNAc no han sido
dilucidadas. Sin embargo, los estudios de enquistamiento con el receptor de catecolaminas
usando agonistas y antagonistas ademas del ligando para Gal/GalNAc, sugiere la
participacion de la adenilato ciclasa y AMPc como segundos mensajeros que participan en
esta sefializacién. Este estudio también sugiere una interaccién funcional entre los dos
receptores (lectina Gal/GalNAc y catecolaminas), ya que en un modelo de induccién del
enquistamiento, ellos observaron que la deplecién de la capa de mucus, conduce a una
concentracion critica de la mucina lo que conlleva a que se forme un “cluster” de la lectina
Gal/GalNAc sobre la superficie del trofozoito. Este “clustering” de la lectina y la subsecuente
unién de la catecolamina (epinefrina) por el trofozoito sugiere que dispara el proceso de
enquistamiento (Eichinger D. 2001b; Coppi A. et al., 2002).

En lo que respecta al enquistamiento en E. histolytica, a través de diversos intentos de
enquistamiento se han logrado obtener estructuras denominadas “cyst-like” que se
semejan en algunas caracteristicas a las de los quistes excretados en las heces de
humanos infectados. Algunos de ellos se han obtenido a partir de trofozoitos expuestos a
cationes divalentes como Mg*?, Mn*?2 y Ca?*; los quistes obtenidos bajo estas condiciones
presentan una morfologia uninucleada y ademas expresan la sintasa de quitina y altos
niveles de GIcNAc (Campos—Goéngora E. et al., 2000; Said—Fernandez S. et al., 2001).
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Estructuras “cyst-like” con 2-3 nulcleos se han obtenido mediante co-cultivos de E.
histolytica con enterobacterias (E. coli y Enterococcus faecalis), en conjunto con una alta
tensiéon de CO; en un medio que contiene histamina (Barrén—Gonzalez MP., et al., 2008).
Recientemente, la induccion de “cyst-like” que poseen de 2 a 4 nucleos, positivos a quitina
y resistentes a detergentes, se logré mediante la exposicion de trofozoitos a H.O, y trazas
de cationes divalentes (Aguilar—-Diaz H. et al., 2010). Sin embargo, cdmo estos estimulos
permiten el encendido de genes implicados en el enquistamiento de Entamoeba continta

siendo una pregunta sin resolver.

1.3.2.4 Rutas metabdlicas involucradas en la formacion del quiste.

Ademéas del metabolismo de la glucosa para la sintesis de quitina, un analisis del perfil
metabdlico de los quistes de E. invadens realizado por Jeelani y cols., 2012, permitio la
identificacion de méas de 100 metabolitos intermedios entre los que se incluyen
aminodcidos, nucleétidos, precursores biosintéticos e intermediarios del metabolismo del
carbono, lo que sugiere que existen otras rutas metabdlicas que se encuentran activas
durante el enquistamiento. En este trabajo se encontré que durante el enquistamiento de
E. invadens existe una disminucion de las reservas de todos los aminoacidos, excepto
alanina, lo que sugiere que, cuando la glucosa es empleada para la sintesis de quitina,
varios aminodacidos pueden ser utilizados como un recurso alternativo de fuentes de
carbono. Ademds, la expresibn de la enzima aspartato aminotransferasa (ASAT)
incrementd hasta 400 veces durante el enquistamiento, lo que indica que la asparagina asi
como el aspartato podrian ser usados como recurso de fuentes de carbono cuando la
glucosa no estéa disponible. Esta idea se ve apoyada por el hecho de que se ha reportado
que estos aminoacidos, ademas de la arginina, son empleados como fuentes de carbono
por otros protistas en condiciones anaerébicas (Zuo X. y Coombs GH., 1995; Jeelani G. et
al., 2012).

Consistente con la disminucion de los intermedios glucoliticos y de aminoé&cidos, el
contenido de energia de la célula se reduce drasticamente durante el enquistamiento de E.
invadens, ya que se observo una disminucion en los niveles de nucleétidos (ATP, GTP,
UTP, CTP). La reduccién de los niveles de nucleétidos fue consistente con lo previamente
observado en Escherichia coli en donde las reservas de nucledtidos disminuyen
continuamente a medida que las células se movilizan de la fase exponencial a la fase

estacionaria de crecimiento (Buckstein MH. et al., 2008; Jeelani G. et al., 2012).
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Otra ruta metabolica que se encuentra disminuida durante el enquistamiento de E. invadens
es la de las poliaminas, las cuales desempefian funciones importantes en la estabilizacion
de las membranas celulares, crecimiento y diferenciacién celular, asi como en la adaptacién
a condiciones de estrés tales como: temperatura, osmolaridad y pH (Jeelani G. et al., 2012).
En este trabajo observaron que los niveles de poliaminas alifaticas como putrescina,
espermidina y espermina, se encuentran disminuidos, lo que sugiere que estas son

utilizadas por E. invadens durante el enquistamiento.

Un resultado inesperado fue el incremento en los niveles de acido y-aminobutirico (GABA)
en las etapas tardias del enquistamiento de E. invadens (aproximadamente 48 a 120 h).
Este incremento de GABA correlaciond6 con la disminucion de aminoécidos,
especificamente glutamato que es blanco de la enzima glutamato descarboxilasa y que
genera como producto final GABA. Por otra parte, GABA puede ser sintetizado por otra via
alterna que implica el uso de N-acetilputrescina, lo que también correlaciona con la
disminucion de los niveles de esta poliamina durante el enquistamiento, aunque adn se

desconoce el papel que juega GABA durante este proceso (Jeelani G. et al., 2012).

Por otra parte, se sabe que las aminas biogénicas juegan un papel importante en la
fisiologia normal de los mamiferos, asi como en la proliferacién y diferenciacion celular.
Este grupo de investigadores observaron que los niveles de cadaverina, isoamilamina e
isobutilamina se incrementan en la etapa temprana del enquistamiento (0.5-8 h) y
disminuyen a medida que va ocurriendo la formacion del quiste, lo que sugiere que estas
moléculas juegan un papel importante al principio del enquistamiento de E. invadens.
También se ha sugerido que el enquistamiento es inducido por CO;, por lo tanto, es
probable que el CO; liberado durante la formacion de aminas bidgenas, participe en el

proceso de la induccién del enquistamiento (Jeelani G. et al., 2012).

Si bien hasta aqui se ha presentado un panorama de las rutas metabdlicas, estimulos y
mecanismos celulares que se sugieren disparan el proceso de enquistamiento de E.
invadens, Sin embargo, hasta la fecha se conoce muy poco sobre los mecanismos
moleculares que regulan le expresién de genes implicados en este proceso, pero existen
algunos datos que sugieren que mecanismos epigenéticos como modificacién de las
histonas podrian participar en regular el enquistamiento de este protozoario; pero antes

trataremos de explicar de qué manera la cromatina regula la expresion de genes.
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1.4 La cromatina como reguladora de la expresion de genes.

Las células eucariontes han desarrollado un eficiente mecanismo de empaquetamiento que
le permite acomodar grandes cantidades de informacioén genética contenida en el DNA (el
cual tiene un tamafo aproximado de 2 m de largo) dentro del nicleo cuyo didmetro es de 6
um. Es por esta razén que el DNA debe organizarse en diferentes niveles de compactacion
entre los que se encuentra inicialmente la fibra de 10 nm cuya unidad basica de la cromatina
es el nucleosoma, el cual esti constituido por dimeros de las cuatro proteinas basicas
llamadas histonas (H2A, H2B, H3 y H4) formando el core nucleosomal sobre el cual se
asocian aproximadamente 146 pares de bases de DNA. El segundo nivel de compactacién
lo constituye la fibra de 30 nm o solenoide que esta compuesta por grupos de nucleosomas
empaquetados uno sobre otro adoptando disposiciones regulares gracias a la accion de la
histona H1 o histona linker la cual se une al DNA que se localiza entre nucleosomas
adyacentes. Lafibra de 30 nm a su vez se encuentra anclada a la matriz nuclear formando
bucles con un tamafio promedio de entre 50-100 Kpb de DNA. Después estos bucles se
pliegan y slper enrollan alcanzando un indice de condensacién de 1.2 x 10* con respecto
al DNA desnudo. Finalmente, continla aumentando el empaquetamiento hasta obtener los
cromosomas que se observan en la metafase, siendo éste el maximo nivel de compactacion
gue puede alcanzar el DNA (Figura 4) (Annunziato, A., 2008; Kalverda B. et al., 2008; Glatt,
S. etal., 2011).

Si bien este empagquetamiento soluciona el problema de espacio dentro del nucleo, el grado
de compactacion gue tiene el DNA se convierte en un impedimento para que se lleven a
cabo los procesos de replicacién, reparacién y transcripcion del DNA ya que la
compactacion no deja accesibles las secuencias de DNA que deben ser reconocidas por
factores en trans para que se lleven a cabo estos procesos. Por esto, la célula ha
desarrollado una serie de mecanismos epigenéticos que permiten a la cromatina adquirir
una naturaleza dinamica que le permite pasar de un estado muy compacto
(heterocromatina) a un estado mas relajado (eucromatina) y de esta manera regular la
expresion de genes. Los elementos que participan en esta regulacién son basicamente seis:
1) la metilacion del DNA, 2) las modificaciones post — traduccionales de las histonas, 3)
variantes de histonas, 4) el posicionamiento de los nucleosomas por complejos
remodeladores de la cromatina ATP—dependientes, 5) la arquitectura nuclear y 6) los RNA
no codificantes. A continuacion, se describiran 2 de estos mecanismos que son las
modificaciones post-traduccionales de las histonas, especificamente de la

acetilaciéon/desacetilacion de histonas, asi como la arquitectura nuclear.
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Figura 4: Niveles de compactacion de la cromatina en células eucariontes.
(Tomado de Annunziato, A., 2008).

1.5 Modificaciones post—traduccionales de las histonas.

Las histonas se caracterizan por tener un elevado contenido de aminoacidos basicos, lo
gue les permite una buena interaccion con la carga negativa del DNA. Cada histona esta
constituida por un extremo carboxilo (COOH) terminal a través del cual se llevan a cabo las
interacciones histona—histona e histona—DNA, y por un extremo NH, terminal de un tamafio
de 25-40 residuos, rico en lisinas que sale del nucleosoma. Estos extremos NHz son
sensibles a proteasas y comprenden entre el 25 — 30% de la masa individual de las histonas,
proporcionando una superficie susceptible para interaccionar con otras proteinas como es
el caso de los complejos modificadores de las histonas, los cuales incluyen enzimas que
pueden adicionar o remover residuos especificos entre los que se encuentran: fosforilacion
de serinas (S), treoninas (T) y tirosinas (YY), metilacién y deiminacion de argininas (R),
isomerizacion de prolinas, glicosilacion de serinas (S) y treoninas (T), metilacion,
acetilacion, ubiquitinacion, sumoilacion, ADP ribosilacion, crotonilacién de lisinas (K), entre
otras (Rothbart, SB. y Strahl BD., 2014). Se ha demostrado que estas modificaciones post—
traduccionales (PTMs) sobre el extremo NH; terminal las histonas, son importantes ya que
influyen en los contactos histona—histona e histona DNA y por lo tanto en los niveles de
compactacion y descompactacion de DNA (Strahl BD. y Allis CD. 2000; Huang, H et al.,
2014).

Hasta el momento, al menos 100 PTMs han sido identificadas en una posicion Unica en las
4 histonas (Tabla | y Figura 5). Esta gran cantidad de modificaciones originan un enorme
potencial de respuestas confiriéndole a la cromatina propiedades dinamicas. Sin embargo,
es importante recordar que no todas estas PTMs se encontraran presentes ni en el mismo
residuo, ni en la misma histona al mismo tiempo, ya que se ha visto que el tiempo de
aparicion dependera de las condiciones de la célula (Rothbart, S., Strahl B., 2014; Huang,
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H., et al.,

2014). Sin embargo, de todas las modificaciones post — traduccionales, me

concentraré para fines de este trabajo en la acetilacion y desacetilacion de las histonas.

1.5.1 Acetilacion

Esta PTM es la mas estudiada, ya que ha sido demostrada su clara relacién con la actividad

transcripcional. La adicion de grupos acetilo en el extremo NH: de las histonas conduce a

la neutralizacion de la carga positiva de las histonas debilitando su interaccién con el DNA,

lo que conduce a que el DNA ahora quede mas accesible para que se unan sus proteinas

blanco. Las proteinas encargadas de llevar a cabo la acetilacion han sido denominadas

acetil-transferasa de histonas o HATs (por sus siglas en inglés), las cuales transfieren el

grupo acetilo de la acetil-coenzima A que funge como grupo donador, hacia las lisinas

ubicadas en los extremos NH;-terminal de las cuatro histonas (Bannister, A., Kouzarides,

/

T., 2011).
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Figura 5: Modificaciones post — traduccionales descritas para las histonas H2A, H2B, H3 y H4.
(Tomado de Huang, H. et al., 2014)
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Tabla I. Diferentes clases de modificaciones post — traduccionales
que ocurren sobre el extremo NH- de las histonas.

Modificacién

post —traduccional

Acetilacion

Residuos susceptibles de modificacion

Lisinas (K-ac)

Funciones que regulan

Transcripcién, reparacion,
replicacién, condensacién

Metilacién

Lisinas (K-mel, K-me2, K-me3)

Transcripcion, reparacion

Argininas (R-mel, R-me2a, R-me2s)

Transcripcion

Fosforilacion

Serinas (S-ph), Treoninas (T-ph),Tirosinas (Y-ph)

Transcripcioén, reparacion,
condensacion

Ubiquitinacion

Lisinas (K-ub)

Transcripcion, reparacion

Sumoilacion

Lisinas (K-su)

Transcripcion

ADP ribosilacion

Lisinas (K-ADPr), Acido glutamico

Transcripcion, reparacion

Crotonilacion

Lisinas (K-cr)

Transcripcion

Deiminacion

Argininas (R-cit)

Transcripcion

Glicosilaciéon

Serinas (S-OGIcNAC),Treoninas (T-OGIcNAC)

Transcripcion

Isomerizacion Prolina (P-cis, P-trans) Transcripcion

Las HATs pueden ser clasificadas de acuerdo con la especificidad por su substrato ya sea
por acetilar a las histonas libres o histonas que se encuentran formando parte del
nucleosoma, o bien por su localizacion celular. Estas ultimas han sido agrupadas en dos
familias: las HATSs tipo A y HATSs tipo B. Las HATSs tipo B se localizan en el citoplasma y
presentan homologia con Hatl de S. cerevisiae y son las encargadas de acetilar a las
histonas recién sintetizadas en el citoplasma en las lisinas 5y 12 de la histona H4 (H4K5ac,
H4K12ac), este patron de acetilacién en esta histona es importante para su deposicion en
el nucleosoma. En lo que respecta a las HATSs tipo A son las mas diversas y pueden ser
clasificadas dependiendo de la homologia que presenten en su secuencia en al menos tres
familias: las Gen5/PCAF, las MYST y las CBP/p300. Si bien todos los miembros de estas
familias son capaces de acetilar histonas organizadas en nucleosomas, cada una de ellas
tiene preferencia por diferentes substratos y contiene dominios caracteristicos. En el caso
de las HATs que pertenecen a la familia Gen5 contienen un bromodominio en su extremo
COOH-terminal que les permite asociarse a lisinas acetiladas. Mientras que el dominio HAT
responsable de la acetilacion se encuentra hacia el extremo NH; terminal y esta constituido
por aproximadamente 160 residuos, siendo la lisina 14 de la histona H3 (H4K14) asi como
la lisina 8 y 16 de la histona H4 (H4K8, H4K16) sus residuos blancos. Por otro lado, la
familia MYST contiene un cromodominio en su extremo NH; terminal que reconoce lisinas
metiladas y tienen preferencia por acetilar a la histona H4. La familia CBP/p300 si bien
durante mucho tiempo se pensd que no presentaba especificidad por algun substrato,
recientemente se ha identificado que son capaces de acetilar a las histonas H3 y H4 en un
contexto nucleosomal. Esta familia contiene un dominio catalitico de aproximadamente 500
aa, un bromo dominio localizado en la region NH; terminal y tres dominios ricos en cisteinas,
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los cuales se sugiere podria facilitar las interacciones proteina-proteina (Biel M. et al., 2005;
Marmorstein R. y Zhou MM. 2014; Salah Ud-Din Al. et al., 2016).

Como se menciond anteriormente, la acetilacion de las histonas ha sido asociada con
activacion transcripcional. Sin embargo, para que las HATs participen en este proceso
requieren ademas de su actividad enzimatica la capacidad de interaccionar de manera
especifica con otras proteinas constituyendo complejos multiprotéicos que permiten
incrementar su actividad enzimatica para modificar la estructura de la cromatina y asi

permitir la expresion de genes que anteriormente estaban reprimidos.

1.5.2 Desacetilacion.
De manera contraria a la acetilacién, la desacetilacion es llevada a cabo por desacetilasas
de histonas o HDACs; esta modificacion favorece la represion transcripcional al remover
los grupos acetilo de los extremos NH. terminal de las histonas permitiendo el
reestablecimiento de la carga positiva de las histonas y por consiguiente las interacciones
entre las histonas y el DNA, lo que resulta en la compactacion de la cromatina, por lo que
se dice que la desacetilacion esta asociada con represion transcripcional. En general, las
HDACSs presentan una baja especificidad por un substrato y una sola enzima es capaz de

desacetilar multiples residuos dentro de una histona (Bannister A. y Kouzarides T., 2011).

Hasta la fecha se han identificado 4 clases de HDACs (New M. et al., 2012; Seto E y Yoshida
M., 2014). Las HDACs de la clase | presentan un solo dominio catalitico el cual se encuentra
en el extremo NHz-terminal de la proteina y estan constituidas por aproximadamente 380-
500 aa. Este grupo incluye a las proteinas HDAC 1, 2, 3y 8, de las cuales la HDAC 3 no
s6lo se ha encontrado en el nlcleo sino también en citoplasma. Las HDACs de la clase Il
incluyen a las HDAC 4, 5, 6 y 7. Estas proteinas son mas grandes (1000-1215 aa) y su
dominio catalitico se encuentra hacia el extremo COOH-terminal. La HDAC 6 es la Unica
HDAC con dos dominios cataliticos uno hacia el extremo NH»-terminal y otro en el COOH-
terminal, lo que sugiere una funcién distinta a la de los miembros de esta familia (Hassig
CA, Schreiber SL, 1997; de Ruijter AJ. et al., 2003; New M. et al., 2012; Seto E. y Yoshida
M., 2014).

Otro grupo de HDAC denominadas sirtuinas por presentar homologia con el Complejo
Proteico Reguladores de la Informacion Silenciada — 2 (Sir2) en levadura, han sido

descubiertas recientemente. Originalmente fueron descritas como deacetilasas de histonas
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que requieren como cofactor enzimético a nicotinamida adenina dinucleotido (NAD*), por lo
gue son consideradas HDACs de la clase Il en eucariontes. Ademas de la actividad
enzimética de HDAC, estas proteinas poseen actividad de ADP — ribosil transferasa. Debido
a la utilizacion de NAD* como cofactor. Ademas, su regulacién esta dada bajo condiciones
de estrés, también se ha sugerido que podrian participar como sensores del metabolismo
y balance de energia que permite coordinar y mantener la integridad del genoma (Bosch—
Presegué L. y Vaquero, A., 2014). Estas sirtuinas se encuentran presentes desde bacterias
hasta organismos evolucionados con un alto grado de conservacion del dominio catalitico
el cual esta constituido por aproximadamente 260 aa entre las diferentes especies en donde
han sido identificadas (Frye RA, 2000).

Las sirtuinas se han clasificado en 5 clases (I, I, lll, IV y U) basadas en un andlisis
filogenético a partir de las 60 sirtuinas identificadas en diferentes organismos (Frye RA,
2000). En humanos, se han descrito 7 sirtuinas (SIRT1 — 7) las cuales presentan una
variabilidad en tamafio que va de 300-750 aa y el dominio de actividad catalitica se
encuentra hacia el extremo NH terminal. Ademas, todas ellas muestran una localizacion
celular diferente: SIRT1 se localiza tanto en nucleo como en citoplasma, SIRT2 se localiza
preferentemente en el citoplasma, aunque también se encuentra en el nucleo en la fase
G2/M del ciclo celular. SIRT3, SIRT4 y SIRT5 se localizan en la mitocondria, SIRT6 es
principalmente nuclear y SIRT7 se localiza en el nucléolo (Houtkooper, R., et al, 2012;
Bosch — Presegué L. y Vaquero, A., 2014; Seto E y Yoshida M., 2014)

Debido a su diversa localizacién dentro de la célula, se sabe que las sirtuinas tiene multiples
blancos tanto histonicos como no histonicos. En el caso de los sustratos histonicos
identificados en humanos, se sabe que cada sirtuina ha desarrollado una especificidad por
ciertas marcas de acetilacién. Respecto a SIRT1, posee una fuerte actividad de
desacetilasa in vitro sobre la H4K16ac y H3K9ac, dos marcas altamente conservadas en
eucariontes. Ensayos de RNAI para SIRT1 mostraron que en estos organismos se observa
un incremento en la acetilacién, asi como la pérdida de marcas de heterocromatina tales
como H3K9me2 y H4K20mel, por lo que esto sugiere que SIRT1 coordina la formacién de
heterocromatina y por lo tanto promueve el silenciamiento de genes (Vaquero A. et al.,
2004; Bosch-Presegué L, Vaquero A., 2015).

En el caso de SIRT2, esta proteina especificamente desacetila H4K16ac y aunque en este

caso no participa en la formacién de heterocromatina, si es importante para el control del
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ciclo celular, pues la desacetilacion de H4K16ac es un prerrequisito para que ocurra la
mitosis (Vaquero A., et al., 2006). Para SIRT6 se ha visto que también lleva a cabo la
desacetilacién de H3K9ac la cual es importante para el mantenimiento de la estructura de
los teldmeros y la reparacion del dafio al DNA (Michishita E., et al., 2008; McCord RA. et
al., 2009). Respecto a SIRT7, se sabe que es la responsable de la desacetilacion de
H3K18ac en las regiones promotoras de genes supresores de tumores generando estados
de represion transcripcion que conllevan a la estabilizacion del fenotipo de las células

cancerosas (Barber, MF., et al 2012).

También se han identificado como blanco de las sirtuinas a la histona H2A, como es el caso
de SIRT1 que en cancer de prostata participa en la degradacion de la variante de histonas
H2A.Z quien esta asociada a activacion transcripcional, lo que sugiere que las sirtuinas
pueden regular la formacién del core de histonas (Baptista T. et al., 2013).

Las sirtuinas también actlan sobre sustratos no histonicos, entre los que se han encontrado
diferentes factores de transcripcion, proteinas implicadas en el ciclo celular, asi como HATSs.
En el caso de SIRT1 se ha encontrado que es la responsable de la desacetilacién de FOXO,
una familia de factores de transcripcion involucrados en el crecimiento celular, proliferacion,
diferenciacion, longevidad y apoptosis (Motta MC et al., 2004). Respecto a SIRT2 se ha
encontrado asociada a los microtibulos y se sugiere que controla el ciclo celular a través
de la acetilaciéon de la a — tubulina (North BJ. et al., 2003; Dam S y Lohia A., 2010). Para el
caso de SIRT6, se conoce su actividad de ADP - ribosilasa sobre PARP1 bajo condiciones
de estrés oxidativo y estimula a esta proteina para participar en la reparacion del DNA (Mao
Z. et al., 2011). Respecto a SIRT7, se sabe que regula la expresion del DNA ribosomal
activando la transcripciéon mediada por la RNA Polimerasa | aunque el sustrato sobre el cual

actlia aun es desconocido (Ford E. et al., 2006; Houtkooper HR et al., 2012).

Ademas, ha sido demostrado que las sirtuinas pueden cooperar en la regulacion de la
cromatina actuando como antagonistas de algunas enzimas como HATs. Por ejemplo,
SIRT1 actia como regulador de p300 que es un activador co-transcripcional el cual se
requiere para procesos celulares de crecimiento, diferenciacion y sobrevivencia. También,
las sirtuinas han sido asociadas a la regulacion de la HATs de la familia MYST, teniendo
SIRT1 como sustrato a MOF y TIP60, lo que conduce a la activacion de los mecanismos de

reparacion del DNA bajo condiciones de estrés (Wang J. y Chen J., 2010; Lu L. et al., 2011).
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En el caso de las HDAC de la clase IV, solo se ha identificado a la HDAC11 y se sabe muy
poco sobre esta proteina, pero ha sido implicada en la regulaciéon del sistema inmune
participando en la expresion de IL -10, asi como en la expresion de OX40L en el linfoma de
Hodgkin (New M. et al., 2012; Seto E y Yoshida M., 2014).

Los complejos HDAC al igual que las HATs no se unen directamente al DNA, éstos son
reclutados a su sitio blanco de manera especifica al unirse con una proteina represora a
través de su dominio corepresor, o bien en el caso de las HATs a través de su dominio de
activacion. El reclutamiento de una proteina con actividad HDAC hacia un promotor o
secuencia regulatoria puede resultar en la desacetilacion local, o que conduce a un
silenciamiento transcripcional del gen. Sin embargo, aln no se define si esta desacetilacion
de histonas conduce a la represion del gen por prevenir, de manera especifica, el
ensamblaje del complejo de iniciacion de la transcripcion o por inducir una estructura de
alto orden de la cromatina (fibra de 30 nm) que es incompatible con la transcripcién (Wu C.
et al., 2007).

1.6 Proteinas efectoras: lectores de las marcas epigenéticas.
La adicion de diferentes modificaciones quimicas en los extremos NH. terminal de las
histonas por complejos proteicos denominados escritores hacen sugerir que estas
modificaciones deben proveer sitios de unién y reconocimiento los cuales podrian ser
reconocidos por moléculas efectoras (denominadas lectores) que facilitan el reclutamiento
o0 estabilizacion de estos complejos proteicos cambiando el estado de activacion o represion
transcripcional de la cromatina. Estas proteinas efectoras o lectoras se clasifican en varios
subgrupos de acuerdo a los dominios que identifican o que leen (Falkenberg KJ y Johnstone
RW, 2014). Por ejemplo, las lisinas acetiladas son identificadas por proteinas que contienen
bromodominio. La metilacidn es reconocida a través de proteinas con cromodominios que
incluyen por ejemplo a la superfamilia Royal y las proteinas con dominios PHD
(homeodominios de plantas). Las proteinas con repetidos WD40 que reconocen a las
argininas de la histona H3 no modificadas, y por ultimo las proteinas con el dominio 14-3-3

gue identifican serinas fosforiladas (de la Cruz X. et al., 2005; Taverna SD. et al., 2007).
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Tabla Il. Modificaciones post-traduccionales de las histonas
y los dominios que las reconocen.

Molécula lectora Modificacion post —traduccional de las histonas
PHD Lisinas no modificadas
Bromodominios Lisinas acetiladas (K-ac)
Cromodominios H3K9me2/3, H3K27me2/3
Doble cromodominio H3K4mel/2/3
Cromo barril H3K36me2/3
Tudor Rme2s
Doble tAndem Tudor H4K20mel/2, H3K9me3, H3K9 mel/2, H3K79me
Dedos PHD H3K4me3, H3K9me3, H3K36me3
Repetidos WD40 H3R2/K4me2/3, (R, Sph, Tph)
Proteinas 14-3-3 H3S10ph, H3S28ph
BRCT H2AXS139ph (Sph, Tph)

Ademas de las enzimas que introducen las modificaciones en las histonas (escritoras) como
las acetiltransferasas de histonas (HAT), metiltransferasas de histonas (HMT), cinasas,
ubiquitin ligasas, entre otras y de las proteinas que reconocen estas marcas a través de sus
diferentes dominios (lectoras), también existen proteinas capaces de eliminar estas
modificaciones denominadas borradores; algunos ejemplos de esto son las desacetilasas
de histonas (HDAC) o desmetilasas de histonas (HDMT). De esta manera, la adicién de
grupos quimicos a los extremos NHa-terminal de las histonas, la lectura de estas
modificaciones y la eliminacion de estas marcas es lo que le confiere esta naturaleza
dinamica a la cromatina que promueve la generacion de genes transcripcionalmente activos
(eucromatina) o bien conduce a la compactacion de la cromatina y a la generacién de

dominios de DNA transcripcionalmente inactivos (heterocromatina).

1.7 Cédigo de histonas.
¢ Pero cdmo se comunican estas proteinas escritoras, lectoras y borradoras? En el 2000,
Strahl y Allis propusieron que las distintas modificaciones que ocurren en el extremo NH;
terminal de las histonas conforman un cédigo que esta constituido por una gran cantidad
de enzimas que agregan 0 remueven grupos quimicos, lo cual influye en el grado de

compactaciéon de la cromatina, lo que a su vez le permite controlar la expresién de genes.

Las distintas modificaciones presentes en el extremo NH terminal de las histonas pueden
generar interacciones sinérgicas o antagonicas, por lo que esto nos indica que existe una
comunicacion entre ellas. Esta comunicacion se da entre modificaciones que se encuentran
adyacentes en la misma cola de histonas por lo que se denominan comunicacion en cis.

Sin embargo, también se ha descubierto que las interacciones pueden darse entre
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modificaciones localizadas en distintas colas de histonas y se conoce como comunicacion
en trans (Strahl BD y Allis CD., 2000).

Existen varios ejemplos de las comunicaciones en cis, uno de ellos es, que si la histona H3
se encuentra fosforilada en la S10 (H3S10ph), acetilada en la K9 (H3K9ac) y en la K14
(H3K14ac), estas modificaciones se sinergizan ocasionando actividad transcripcional. Otro
ejemplo también se observa en la fosforilacién de la S10, la cual impide la trimetilacion de
la K9 (H3K9me3), En el caso de la histona H4, la monometilacién de la arginina 3 (H4R3me)
favorece la acetilacién de los residuos de lisina 5, 8, 12 y 16 (H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac,
H4K16ac) (Strahl BD y Allis CD., 2000; Bannister A. y Kouzarides T., 2011).

En lo que respecta a las comunicaciones en trans dos ejemplos estan relacionados con la
histona H2B ubiquitinada. La ubiquitinacion de la lisina 123 (H2BK123ub) es un
prerrequisito para la metilacion en la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me). También la
presencia de la H2BK123ub se requiere para la metilacion de la lisina 79 de la histona H3
(H3K79me). Otro ejemplo de comunicacion en trans es la trimetilacién de la lisina 27 de la
histona H3 (H3K27me3) que promueve la ubiquitinacion de la lisina 119 de la histona H2A
(H2AK119ub) (Bannister A. y Kouzarides T., 2011). De esta manera la combinacion de
diferentes modificaciones es lo que determina el encendido y apagado de genes; y todo

esto en conjunto es lo que constituye el cédigo de histonas.

Figura 6: Comunicacion en cis y en trans de las modificaciones post — traduccionales de las histonas.
(Tomado y modificado de Bannister, A., y Kouzarides, T., 2011).
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1.8 Arquitectura nuclear

En 1928 Emil Heitz, basandose en observaciones histoldgicas, definié dos regiones tefiidas
diferencialmente en los cromosomas. A aquellas regiones que se tefian fuertemente las
denomino heterocromatina; mientras que las regiones que se tefiian menos fuerte las llamo
eucromatina. El propuso que las regiones de eucromatina eran genéticamente activas y que
las regiones de heterocromatina eran genéticamente pasivas. En 1929 nuevamente Emil
Heitz describié que las regiones de heterocromatina no contenian genes o que mostraban
genes transcripcionalmente inactivos, lo que sugeria que la heterocromatina sélo realizaba
un papel estructural (Heitz E., 1928). Gracias al mejoramiento de los métodos de tincién y
a la utilizacibn de la microscopia electronica, se logré identificar dos tipos de
heterocromatina: una constitutiva y otra facultativa. Una de las caracteristicas de la
heterocromatina constitutiva es que se encuentra en regiones de DNA constituidas por
secuencias repetitivas, ademas de contener nucleosomas hipoacetilados y trimetilados en
la lisina 9 de la histona H3 (H3K9me3). Esta cromatina también se encuentra asociada con
otros factores como la metil transferasa de histonas Su(var)3-9, y la proteina no histénica
HP1 localizada principalmente en las regiones centroméricas y teloméricas. Mientras que
la heterocromatina facultativa que consiste en regiones de DNA que contienen genes que
no se expresan o que pueden expresarse en algin momento dependiendo de la etapa del
desarrollo y del tipo celular, se encuentra asociada a la presencia de la metilacion de la
lisina 27 de la histona H3 (H3K27me). Tanto la heterocromatina facultativa como la
heterocromatina constitutiva se encuentran tipicamente en la region perinuclear con
excepcién de las areas ocupadas por los poros nucleares. En lo que respecta a la
eucromatina ésta presenta una menor condensacibn en comparacion con la
heterocromatina, ademas de que en estas regiones se localizan la mayoria de los genes
que son activos transcripcionalmente y las marcas caracteristicas de este tipo de cromatina
son la acetilacion de la lisina 9 de la histona H3, (H3K9ac) y la di y tri metilacion de la lisina
4 de la histona H3 (H3K4me2/3) (Fedorova E y Zink D., 2008).

Durante muchas décadas se discutié si los cromosomas se encontraban distribuidos de
manera aleatoria en el interior del nicleo o como entidades individuales. Finalmente,
mediante el desarrollo de la técnica de hibridacion in situ de sondas de DNA marcadas con
un fluorocromo (FISH) se demostré que los cromosomas no se distribuyen en todo el nicleo
durante la interfase, sino que se encuentran muy bien organizados y que ocupan lugares
bien definidos dentro del nicleo llamados territorios cromosomales (CTs) (Cremer T. y
Cremer C., 2001).
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Se sabe que los territorios cromosomales tienen una naturaleza dinamica, que les permite
tener interacciones intra e intercromosomales con regiones que se encuentran
espacialmente alejadas. Es decir, genes relacionados entre si pueden ser dinAmicamente
reposicionados mediante la formacion de asas o loops hacia sitios activos de transcripcion,

lo gue conlleva a su activacion transcripcional (Schneider R. y Grossched| R., 2007).

Ademas de la existencia de territorios cromosomales dentro de nucleo, se ha descrito la
existencia de discretos organelos no membranosos conocidos como cuerpos hucleares.
Estas estructuras se encuentran compartamentalizadas dentro del nucleo y generan
distintos sitios que confieren un intercambio libre en el nucleoplasma, lo que genera una
diversa variedad y disponibilidad de factores que permiten hacer méas eficientes muchos
procesos biolégicos de la célula, como son la transcripcion y la traducciéon. Por una parte,
pueden desempefiarse como sitios de almacenamiento y modificacién de RNA y proteinas,
mientras que también pueden funcionar como centros para regular la expresion mediante
el reclutamiento de loci de genes. Entre los cuerpos nucleares que han sido descritos se
encuentran el nucléolo, los cuerpos de Cajal, speckles, paraspeckles, cuerpos PLM entre
otros (Spector DL., 2006; Mao YS. et al., 2011).

En resumen, los cromosomas no estén distribuidos de manera aleatoria dentro del ntcleo,
si no que cada uno ocupa un sitio definido dentro del ndcleo, que constituyen los territorios
cromosomales, y que la disposicién espacial de los cromosomas tiene importancia en la
regulacién de la expresion de genes. Ademas, la acumulacién de proteinas represoras en
periferia nuclear conduce a generar un ambiente transcripcionalmente represivo, mientras
que, una cromatina mas relajada rica en genes transcripcionalmente activos (eucromatina)
reside predominantemente en el interior del nlicleo. Esto nos sugiere que dentro del nicleo
existen regiones represivas para la transcripcion, como la regién perinuclear, y regiones
centrales del ndcleo asociadas con activacion transcripcional (Lanctot C. et al, 2007;
Zimmer C. y Fabre E., 2011), y que el reposicionamiento de un cromosoma hacia el interior
o hacia la periferia del nicleo participa de manera importante en el control de la expresion

de genes.
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

Si bien, ya se mencioné anteriormente que las modificaciones post — traduccionales de las
histonas asi como la arquitectura nuclear participan en regular la expresion de genes en
organismos eucariontes, a continuacion se mencionaran algunos datos experimentales que
sugieren que las modificaciones post — traduccionales de las histonas podrian participar en
el enquistamiento de Entamoeba. Por lo que enseguida se describira como se encuentra
organizado el genoma de este parasito y como la expresion de sus genes puede ser
regulada a nivel epigenético.

2.1 Genoma de E. histolyticay su organizacién en cromatina.

El tamafio estimado del genoma de E. histolytica es de aproximadamente 24 millones de
pares de bases (Mbp), el cual se encuentra distribuido en 888 scaffolds. Estos 24 Mbp
codifican para 9,938 genes con un tamafio promedio de 1.17 kb y de estos, tan solo el 25%
contiene intrones. Las secuencias intronicas en E. histolytica son relativamente cortas (46
a 115 pb), y contienen los dinucleétidos GU y AG que son los sitios donador y aceptor del
“splicing”, respectivamente. Ademas, el genoma posee un alto contenido de adeninas y
timidinas (A/T) constituyendo aproximadamente un 77.6% del genoma (Bhattacharya A. et
al., 2000; Loftus B. et al., 2005).

En cuanto al nimero y tamafio de los cromosomas que lo componen, adn no se han
determinado con exactitud, pero se ha sugerido que posee hasta 14 cromosomas, cuyo
tamafio oscila entre 0.3 hasta 2.2 Mbp con una posible ploidia de 4N. Debido a que no se
ha demostrado la presencia de telémeros en los cromosomas de este parasito, se sugiere
gue estos son circulares (Willhoeft U. y Tannich E., 1999; Loftus B. et al, 2005). Ademas,
existen evidencias experimentales que sustentan que los cromosomas de E. histolytica
estan organizados en cromatina, la cual esta constituida por la unidad basica que es el
nucleosoma, como lo demuestra el trabajo realizado por Torres—Guerrero y cols., 1991, en
donde se observo una estructura de “collar de perlas” conocida como fibra de 10 nm. Este
resultado sugiere que la cromatina de este parasito posee estructuras tipo nucleosomas,
las cuales no difieren con las de otros eucariontes. Sin embargo, las regiones
internucleosomales aparentemente son de longitud irregular, en comparacién con las

descritas en otros protozoarios (Torres—Guerrero H. et al., 1991).

El genoma de E. histolytica contiene genes que codifican para las cuatro histonas que

conforman el core nucleosomal. Sin embargo, como se puede observar en los
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alineamientos que se muestran en la figura 7, los extremos NH. terminales de las histonas
H3 y H4 son divergentes respecto a la secuencia descrita para otros eucariontes. (Fodinger
M. et al., 1992; Binder M. et al., 1995; Byers J. et al., 2005; Hughenin M. et al., 2010). A
pesar de ello, ambas histonas conservan la caracteristica de ser altamente béasicas al
contener en su secuencia varios residuos de Lys (K), que son blancos potenciales para
modificaciones post—traducciones como son la metilacion y la acetilacion (Ramakrishnan
G. et al., 2004; Byers J. y Eichinger D., 2008; Huguenin M. et al., 2010).

/\) H3E.histolytica MARTKGHIERPS-—-NKSAKAVK--NVAFKARKKMLSKDSTKKK——RAHPGAVALTEIKVL 54
H3E.invadens MARTKGRIERTTSAKAATKAVENVNVAFKAAKKMLSKDATKKK——RAHPGAVALTEIKVL 58
H3H.sapiens MARTKQTARKST-——-GGKAPRK-QLATKARARKSAPATGGVEKPHRYRPGTVALREIRRY 55
H3S.cerevisiae MARTKQTARKST-——-GGKAPRK-QLASKAARKSAPSTGGVKKPHRYKPGTVALREIRRF 55

TxxxE Li. L FxX 3 sik xxE:x | XK K ixkE kXX KX
H3E.histolytica QRSTELLLREKAPFQALVREIAQVSKSDLRFQSAATISALQEARAEAYLVGLFEDTNLCATHA 114
H3E.invadens QRSTELLLREKAPFQHLVRDIAQNNKSDLRFQSAAISALQEASEAYLVGLFEDTNLCAIHA 118
H3H.sapiens QESTELLIRKLPFQRLVREIAQDFKTDLRFQSSAVMALQEASEAYLVGLFEDTNLCATHA 115
H3S.cerevisiae QESTELLIRKLPFQRLVREIAQDFKTDLREFQSSAIGALQESVEAYLVSLFEDTNLAATHA 115
KekFEx X xk KFx K KAFx K Ehx K FokFhxAT %, KFxEAE; KEITEFT FEAITEATAL KL EK
H3E.histolytica KRITIMPKDMQLARRIRGERT 135
H3E.invadens KRVTIMPKDMQLARRIRGERT 139
H3H.sapiens KEVIIMPKDIQLARRIRGERA 136
H3S.cerevisiae KRVTIQKKDIKLARRLRGE-— 134

B) k. kE FhR L akFEK kLK
H4E.histolytica MATDTGSGRGKGGKGVTLGRKGSKGAKASKGGKRIRTKT -QQDALKGITKPAIRRLARRGG 59
H4E.invadens MATDTGSGRGKGGKGVVLGKGSKGAKGSKGGKRIRTKPGQQDALKGITKPAIRRLARRGG 60
H4H.sapiens = —-—-—= MSGRGKGGKG--LGKG——-GAK———————— RHRKVLRDNIQGITKPAIRRLARRGG 43
H4sS.cerevisiae = ————- MSGRGKGGKG——-LGKG——GAK-———————— RHRKILRDNIQGITKPAIRRLARRGG 43

EE E *E K * PR
H4E.histolytica VKRINGAVYDETRNVLKQFLEQVIRDSVIYTEHAKRRTVTAMDVVYALKRQGRTLYGYS— 118
H4E.invadens VERINGLVYEETRNVLKQFLEQVIRDSVIYTEHGKRRTVTAMDVVYALKRQGRTLYGYA- 119
H4H.sapiens VKRISGLIYEETRGVLKVFLENVIRDAVTYTEHAKRKTVTAMDVVYALKRQGRTLYGFGG 103
H4S.cerevisiae VEKRISGLIYEEVRAVLKSFLESVIRDSVTYTEHAKRKTVTSLDVVYALKRQGRTLYGFGG 103
EXXE K KK K AKX AKX KKEK KX KKEET KX s X AKX 3 s FEX XXX FEXRLKTS 3

Figura 7: Alineamiento de A) histona H3 y B) histona H4 de
E. invadens y E. histolytica con Homo sapiens y Saccharomyces cerevisie.

En el caso de las histonas H3 y H4, los residuos de K son blancos para la acetilacion que
se sugiere es catalizada por las histonas acetiltransferasas (HAT), y su desacetilacién, se
sugiere es llevada a cabo por las desacetiladas de histonas (HDACSs) (Byers J. et al., 2005).
Hasta ahora, el analisis del genoma de E. histolytica ha revelado la presencia de dos
enzimas HAT pertenecientes a las familias GNAT y MYST, una HDAC de laclase | y 4
genes para una HDAC de la clase Il (Ramakrisshnan G. et al., 2004; Dam S. y Lohia A.
2010).

Respecto a la histona H3, se sugiere que los residuos de K son blancos para la di y tri
metilacién, lo cual se ha correlacionado con actividad transcripcional (Huguenin M. et al.,
2010). Por otro lado, se ha identificado la presencia de la H3K27me2, la cual se ha
encontrado que favorece la deposicion de proteinas de la maquinaria del RNA de
interferencia como Argonauta, lo que conlleva al silenciamiento de genes (Foda BM. y Singh
U., 2015).
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Actualmente, existe evidencia directa de la actividad de enzimas histona metiltransferasa
de lisina (HKMTs ), ya que mediante un analisis in silico se identificé que existen 4 genes
que podrian codificar para estas enzimas EnHKMTL, 2, 3y 4 y se demostré que todos los
genes son expresadas en trofozoitos de E. histolytica y mediante ensayos enzimaticos
utlizando como sustrato histonas comerciales, se determiné que todas ellas son capaces

de transferir grupos metilo (Borbolla-Vazquez J. et al., 2016)

En el caso de las metiltransferasas de arginina (PRMTSs) se sabe que existen dos genes
que pudieran codificar para estas enzimas y hasta la fecha solo una de ellas fue
recientemente caracterizada e identificada como un ortélogo de PRMT1 de humano y al
expresar la proteina recombinante del parasito, ésta tuvo actividad de metiltransferasa
sobre la arginina 3 de la histona H4 de pollo, lo que sugiere que esta es la enzima
responsable de realizar la dimetilacion de la arginina 3 de la histona H4 (H4R3me2) en E.
histolytica (Borbolla-Vazquez J. et al., 2015).

Respecto a la metilacion del DNA, E. histolytica expresa la DNA metiltransferasa EhMeth,
gue es homoéloga a la DNMT2 humana (Tovy A. y Ankri S., 2010). Se ha demostrado que
esta enzima es responsable de la metilacion de varios elementos del DNA del parésito,
entre los que se encuentran el DNA ribosomal (Fisher O. et al., 2004), S/IMAR
(scalffold/matrix attachment regions) (Banerjee S. et al., 2005), LINE (Long Interpersed
Nuclear Elements) (Lavi T. et al., 2006), y proteinas de choque térmico hsp 70y 100 (Bernes
S. et al.,, 2005). También se ha identificado una proteina especifica de E. histolytica

denominada EhMLBP (Lavi T. et al., 2008), que se une preferencialmente al DNA metilado.

En el caso de E. invadens, se sabe que su genoma esta constituido por 22 MB que codifican
aproximadamente para 11,549 genes, de los cuales un 35% contiene intrones, y similar a
lo identificado en E. histolytica, el genoma posee un alto contenido de adeninas y timidinas
(A/T) constituyendo aproximadamente un 70% del genoma (Ehrenkaufer G., et al., 2013).
Si bien hasta la fecha no se ha determinado que el genoma de este parasito se organice en
cromatina, contiene los genes que codifican para las histonas que conforman el core
nucleosomal, lo que sugiere que de manera similar a lo observado en E. histolytica, el

genoma de E. invadens se organiza en cromatina.
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2.2 Control epigenético en la expresion de genes de Entamoeba.
Como se describioé en el apartado anterior, E. histolytica cuenta con genes que codifican
para proteinas que metilan el DNA, acetilan y desacetilan a las histonas, lo que hace
suponer que la expresion de genes en este parasito podria ser modulada por varios
mecanismos epigenéticos entre los que se encuentran las modificaciones de las histonas

como la metilacién y la acetilacion (Singh U. y Ehrenkaufer GM., 2009).

Respecto a la metilacién de histonas, el trabajo realizado en el 2010 por Hughenin y cols,
sugiere que la H3K4me2/me3 (marca epigenética asociada con actividad transcripcional),
participa en regular la actividad transcripcional de genes importantes para el parasito como:
ap-a (ameboporo), cpA5 (cistein proteasa) e Igll (subunidad 35 kDa de la lectina
Gal/GalNAc). Estos autores, mediante ensayos tipo ChlIP utilizando anticuerpos especificos
para la H3K4me2/me3, asi como para la histona H3, encontraron que la metilaciéon de la
lisina 4 de la histona H3 estaba disminuida cuando estos genes estaban silenciados
transcripcionalmente. Mientras que, los niveles de la histona H3 fueron consistentemente
mas elevados en los genes silenciados. Lo que sugeria que este incremento en la histona
H3 se debe a que estos genes tienen una mayor densidad de nucleosomas y por lo tanto
mas histona H3. Si esto era cierto, entonces mediante ensayos de nucleasa micrococal
deberian de encontrar que los genes silenciados presentaban una organizacién de
nucleosomas ordenada y regular (cromatina cerrada o heterocromatina); mientras que
cuando estos genes se expresaban, la estructura de la cromatina era mas laxa y no se
observaba un patrén ordenado y regular de nucleosomas (eucromatina). Estos autores
encontraron que efectivamente la cromatina de los genes ap-a y cpA5 era mas compacta
cuando estos se encontraban silenciados y se encontraba menos compacta o relajada
cuando los genes se encontraban transcripcionalmente activos. Estos resultados sugieren
gue la arquitectura de la cromatina asociada a maodificaciones postraduccionales modula la
actividad de genes de virulencia en E. histolytica. Un punto importante que destacar del
trabajo anterior es que debido a la divergencia que existe entre la secuencia del extremo
NH. terminal de la histona H3 de Entamoeba con respecto a la del humano, los autores
generaron sus propios anticuerpos para llevar a cabo este trabajo (Hughenin M. et al.,
2010).

Por otra parte, también existen evidencias experimentales que sustentan que la acetilacion
y la desacetilacion de histonas también participan en el enquistamiento de este parasito.

Una de estas evidencias es el estudio realizado en el 2005 por Byers y cols., quienes
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utilizando trofozoitos de este protozoario que fueron tratados con &cidos grasos de cadena
corta (SCFA) tales como acetato, propionato y butirato, (los cuales son productos del
metabolismo de la flora bacteriana localizada en el colon), observaron mediante geles AUT
(Acido acético/Urea/Triton) que se producia un estado de hipoacetilacion y que esto
conllevé a la inhibicion del enquistamiento del parasito de manera dependiente de la
concentracion, lo que apoya la idea que la expresion de los genes que participan durante
el proceso de enquistamiento de E. invadens esta influenciada por la acetilacién y

desacetilacién de las histonas (Byers J. et al., 2005).

Recientemente, se han realizado varios trabajos sobre los perfiles de expresion de genes
importantes para el enquistamiento ligados a modificaciones de histonas. En el 2007
Ehrenkaufer y cols., utilizaron trofozoitos de la cepa 200:NIH de E. histolytica, y los
incubaron a diferentes concentraciones de SCFA 'y TSA con el propdsito de identificar qué
genes eran inducidos bajo estas condiciones. En el caso de los trofozoitos expuestos a
SCFA, se observaron cambios minimos en la expresién de genes (11 de 9,435 genes
analizados). Mientras, que el tratamiento con TSA, a una concentracién de 150 nM, produjo
diferencias significativas en 163 genes, de los cuales 122 fueron regulados positivamente
y 41 fueron regulados negativamente. Entre estos genes destacan algunos que estan
relacionados con estrés y virulencia como son la proteina de choque térmico de 70 kDa
(hsp70), cistein—proteasas y lectina Gal/GalNAc. Pero de manera mas importante se
encontré que existe un translape entre genes inducidos por TSA y genes especificos de
quiste (73 de 122 genes regulados positivamente, asi como 15 de los 41 genes regulados
negativamente). Estos datos nuevamente sugieren gue modificaciones de las histonas (de
manera especifica la acetilacién de las histonas), es uno de los mecanismos que regula la
expresion de genes implicados en la formacién del quiste en Entamoeba (Ehrenkaufer GM.
et al., 2007).

Una evidencia adicional fue obtenida en el 2013 por el grupo del Dr. Tomoyoshi Nozaki
quién publicé el transcriptoma durante el enquistamiento de E. invadens; él identificé un
total de 1,528 genes expresados diferencialmente que codifican principalmente para
transportadores, proteinas de citoesqueleto, trafico vesicular, factores de transcripcion,
componentes del proteosoma, biosintesis de quitina, metabolismo y cistein proteasas (De
Cadiz AE. et al., 2013). Sin embargo, al hacer una bisqueda mas exhaustiva, se encontro
un gen que codifica para una HDAC de la clase Ill, es decir una sirtuina, mostré un

incremento en su expresion a lo largo del enquistamiento. Si consideramos que el
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enquistamiento es un proceso que se da ante una condicion de estrés por baja de nutrientes
y que las sirtuinas han emergido como factores clave en la detecciéon y la coordinacién de
las respuestas de estrés dirigidas a la cromatina, no es de extrafiarnos que conforme se
lleva a cabo el proceso de enquistamiento los niveles de estas proteinas incrementen, por
lo que una mayor actividad de estas proteinas durante el enquistamiento podria conducir a
una mayor desacetilacion de genes y una menor actividad transcripcional lo cual

repercutiria directamente en regular la expresion de genes durante el enquistamiento.
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3. JUSTIFICACION

El enquistamiento en E. histolytica y E. invadens es un proceso en el cual ocurren una serie
de cambios en la expresion de genes que permiten la adaptacion y sobrevivencia del
parasito bajo condiciones de estrés. Existen evidencias experimentales que apoyan la idea
de que modificaciones post — traduccionales de las histonas, tales como la acetilacion y
desacetilacion, estan involucradas en el proceso de enquistamiento de E. invadens. Entre
las proteinas que podrian participar en regular los estados de acetilacion y desacetilacion
de las histonas, asi como de otros sustratos no histonicos que sean importantes durante el
enquistamiento, se encuentran las desacetilasas de histonas (HDACSs). Por ello resulta
interesante conocer si las modificaciones post — traduccionales de las histonas y su
localizacién dentro del nucleo, se modifican en las fases de trofozoito y quiste de E.
invadens y saber si las desacetilasas de histonas estan regulando la expresion de genes

durante el proceso de enquistamiento de este parasito.

4. HIPOTESIS

En E. invadens existen marcas epigenéticas estadio—especificas a nivel de modificaciones
post—traduccionales de las histonas entre las fases de trofozoito y quiste, asi como enzimas
que eliminan estas modificaciones post-traduccionales (HDACs) implicadas en el

enquistamiento de este parasito.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar si las modificaciones post — traduccionales de las histonas y las HDACs

estan implicadas en el enquistamiento de E. invadens.

5.2 Objetivos Particulares

1. Determinar si existen modificaciones post—traduccionales diferenciales en las
histonas durante la etapa de trofozoito en comparacion con la etapa de quiste de E.

invadens.

2. Establecer si existe algliin cambio en la posicion de estas marcas en el nlcleo de

ambas fases de E. invadens.

3. Estudiar la participacion de las HDACs de la clase | y Il en el enquistamiento de E.

invadens.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivo celular de trofozoitos de E. invadens.

Trofozoitos de la cepa E. invadens IP-1 se cultivaron en condiciones axénicas en tubos de
16 x 125 mm utilizando el medio LYI-S-2 (el cual contiene por litro 25 g de extracto de
levadura, 5 g de extracto digerido de higado, 10g de glucosa, 1 g de NaCl, 0.6 g de KH2POa,,
1 g de K;HPO4, 1 g de L-cisteina-HCI, 200 mg de &cido ascérbico y 22.8 mg de citrato
férrico de amonio) suplementando con una mezcla de suero bovino adulto al 10%, vitaminas
de Diamond al 2.5 % y una mezcla de antibiéticos penicilina/estreptomicina al 1% (Diamond
LS. et al. 1978)

6.2 Cultivo celular de trofozoitos de E. histolytica.
Trofozoitos de la cepa E. histolytica HM1: IMSS se cultivaron en condiciones axénicas en
medio TYI-S-33 (el cual contiene por litro 30 g Bacto Peptona, 10 g de glucosa, 2 g de NaCl,
0.6 g de KH2PO4, 1 g de K;HPO., 1 g de L-cisteina-HCI, 200 mg de acido ascoérbico y 22.8
mg de citrato férrico de amonio) suplementando con una mezcla de suero bovino adulto al
10%, vitaminas de Diamond al 2.5 % y una mezcla de antibi6ticos penicilina/estreptomicina
al 1% (Diamond LS. et al. 1978).

Para realizar los pases tanto de E. invadens como de E. histolytica, una vez que los tubos
alcanzaron la fase logaritmica de crecimiento, se incubaron en hielo durante 5 a 10 min con
la finalidad de despegar las células de las paredes del tubo, se agitaron suavemente y el
indculo deseado se sembré en tubos que contenian el medio de cultivo correspondiente

para cada especie de Entamoeba.

6.3 Induccion de enquistamiento in vitro de E. invadens.
El enquistamiento in vitro de los trofozoitos de E. invadens se realiz6 de acuerdo con el
protocolo reportado por Sanchez L. et al., 1994. Brevemente, trofozoitos en fase logaritmica
de crecimiento se colocaron en hielo por 5 min y se cosecharon por centrifugacién a 2,500
rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Una vez colectadas las células, se realizaron
dos lavados con medio LG (TYI-S-33 sin glucosa) y posteriormente la pastilla de células fue
resuspendida en una mezcla de suero bovino adulto y vitaminas 2.5% con una densidad
celular de 1x107 trofozoitos/mL de mezcla. Finalmente, a un tubo que contenia 14.25 mL

de medio LG diluido al 47% con H,O bidestilada se le adicionaron 0.75 mL de la mezcla de
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trofozoitos para tener una proporcion de 5x10° células/mL y se incubaron a 26°C durante
24,48 072 h.

6.4 Purificacidon de quistes por gradiente de Percoll.
La purificacion de quistes se realiz6 de acuerdo con el protocolo descrito por Avron B. et
al., 1986. Brevemente, una vez transcurrido el tiempo de induccién del enquistamiento, se
cosecharon las células por centrifugacion a 2,500 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente. Se elimind el sobrenadante y a la pastilla se le realizaron 3 lavados con PBS 1X
(137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPO, y 1.8 mM KH2PO,). La pastilla obtenida se
resuspendié en 1 mL de sarcosil al 0.1% (preparado con PBS 1X) con la finalidad de lisar
a los trofozoitos y se incub6 durante 1 h a 4°C en agitacion constante. Después de esto las
células se centrifugaron a 2,500 rpm durante 5 min a 4°C y se realizaron 3 lavados con PBS
1X. La pastilla obtenida se resuspendié en 1 mL de H.O bidestilada y se incub6 durante
toda la noche a 4°C en agitacién constante. Al dia siguiente las células se centrifugaron a
2,500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente y los quistes resistentes a estos
tratamientos se purificaron utilizando un gradiente de Percoll. Para ello se prepard una
solucién stock de Percoll a una osmolaridad de 230 mOsm/Kg — H.O mezclando 1 parte de
PBS 10X con 9 partes del reactivo comercial (GE Healthcare 17-0891-02). A partir de esta
solucidn stock, que corresponde al 100%, se realizé un gradiente discontinuo de 10, 20, 30,
40, 50, 60 y 70% de Percoll, haciendo diluciones con NaCl al 0.15 M. Posteriormente se
colocé sobre la parte superior del gradiente 1x10° células resuspendidas en 100 uL de PBS
1X y se dej6 a 4°C durante toda la noche. Finalmente, se recuperd la fraccion
correspondiente a los quistes la cual se encontré entre las interfases 30 y 40% del gradiente,
y los quistes recuperados se lavaron 3 veces con PBS 1X y se almacenaron a 4°C hasta

su utilizacion.

6.5 Tincién con calcofluor blanco.
Para corroborar que la fraccion recuperada correspondia a los quistes, se realiz6 una tincion
con calcofluor blanco, el cual es un compuesto que se caracteriza por unirse a la quitina
que forma la pared del quiste. Brevemente, se tom6 una alicuota de los quistes la cual se
fijo con p- formaldehido al 4% durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalizado este
tiempo, las células se lavaron 2 veces con PBS 1X y finalmente se resuspendieron en 100
pL de PBS 1Xy se tomaron 10 pL de esta muestra la cual fue colocada en un cubreobjetos
recubierto con poly L-lisina y se dejé secar al aire. Finalmente se adicionaron 5 pL de

calcofluor blanco MR2 (Sigma) y 5 pL de KOH al 10% y se incub6é durante 1 min
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protegiéndolo de la luz y se realiz6 en montaje en un portaobjeto para la observacién de los

quistes por epifluorescencia utilizando el microscopio marca Olympus BX60.

6.6 Obtencién de DNA gendmico de trofozoitos de E. invadens.
Para extraer DNA gendmico, esto se realiz6 utilizando el kit QlAamp DNA (QIAGEN). Para
ello, se utilizaron 2x108 trofozoitos de E. invadens los cuales se colocaron en hielo durante
5 min y se cosecharon por centrifugacién a 2,500 rpm durante 5 min a 4°C. El botén de
parasitos se lavo 2 veces con PBS 1X frio y la pastilla obtenida se le adicionaron 20 L de
Proteinasa K (20mg/mL) y 200 uL del buffer AL. Toda esta muestra se mezclé por vortexeo
durante 15 segundos y se incubd a 65°C durante 10 min. Transcurrido este tiempo la
muestra se centrifugd brevemente a maxima velocidad y se le adicionaron 100 uL de etanol
absoluto y se mezclé por vortexeo durante 15 segundos. La muestra fue transferida a la
columna proporcionada en el kit para que el DNA se adhiriera a la resina de silica. Esta
columna se centrifugé a 8,000 rpm durante 1 min a temperatura ambiente. Este paso se
repitié 3 veces con la finalidad de recuperar la mayor cantidad de DNA. Una vez que el DNA
quedd adherido a la columna y con el propdsito de eliminar contaminantes y trazas de
etanol, a la columna se le adicionaron 500 puL de buffer AW1 y se centrifug6 a 8,000 rpm
durante 1 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se descart6 y se realizé un Gltimo
lavado afiadiendo 500 pL de buffer AW2 y la columna se centrifugd a 14,000 rpm por 3 min.
Para realizar la elucion del DNA gendmico, la columna fue transferida a un tubo nuevo y se
le adicionaron 200 pL de buffer AE y se incubd a 65°C durante 3 min. Finalmente, la
columna fue centrifugada a 8,000 rpm durante 1 min a temperatura ambiente y se recuperé
el DNA eluido. Se realizaron otras dos eluciones con 75 y 35 pyL de buffer AE
respectivamente. Las muestras obtenidas de cada elucién fueron cuantificadas y

almacenadas a -20°C hasta su uso.

6.7 Extraccion de RNA de trofozoitos de E. invadens.
Brevemente, 5x10° trofozoitos se colocaron en hielo por 5 min y se cosecharon por
centrifugacion a 2,500 rpm durante 5 min a 4°C. Posteriormente la pastilla fue lavada dos
veces con PBS 1X preparado con H>.O DEPC. La pastilla fue resuspendida en 500 uL de
TRIzol (Invitrogen) y se le adicionaron 100 uL de cloroformo frio; esta muestra se vortexeo
durante 30 segundos y se dej6 incubando por 3 min a temperatura ambiente.
Posteriormente la muestra fue centrifugada a 12,000 xg durante 30 min a 4°C y se recupero
la fase acuosa en un tubo nuevo a la cual se le adicionaron 250 L de isopropanol frio y se

dejo precipitando a 4°C toda la noche. Al dia siguiente la muestra fue centrifugada a 12,000
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xg durante 30 min a 4°C y se eliminé el sobrenadante. La pastilla obtenida fue lavada 2
veces con etanol al 70% preparado con H,O DEPC vy se centrifugd a 12,000 xg durante 10
min a 4°C. Finalmente la pastilla de RNA se dej6 secar al aire y fue resuspendida en 100

ML de H.O DEPC, se cuantificd y se almacend a -80°C hasta su uso.

6.8 Extraccion de RNA de quistes de E. invadens.
En el caso de quistes, se colectaron 1x107 células a 24, 48 y 72 h post — enquistamiento
las cuales se seleccionaron mediante lisis con sarcosil 0.1% (preparado con PBS 1X en
H.O DEPC) y se incub6 durante 1 h a 4°C en agitacion constante. La muestra se centrifugo
a 2500 rpm durantes 5 min a 4°C y se lavo 2 veces con PBS1X (preparado en H,O DEPC).
Posteriormente la pastilla obtenida se resuspendié en 1 mL de H,O DEPC y se incub6
durante toda la noche a 4°C en agitacion constante. La muestra se centrifugd a 2500 rpm
durante 5 min a 4°C y se elimin6 el sobrenandante. La pastilla obtenida fue resuspendida
en 700 pyL de QIAzol (Invitrogen) y se realizaron 5 ciclos de congelacion en N2 liquido
durante 2 min y descongelacion de 1 — 2 min a temperatura ambiente. Posteriormente se
adicionaron 140 uL de cloroformo y se vortexeo durante 30 segundos y se dejé incubando
por 3 min a temperatura ambiente. La muestra se centrifugd a 12,000 xg durante 30 min a
4°C. Se colectd la fase acuosa en un tubo nuevo y se adicionaron 525 L de etanol absoluto
(equivalente a 1.5 volimenes) y se mezclaron por pipeteo suave. Esta muestra fue
transferida a una columna para purificacion de RNA contenida en el kit RNeasy Mini
(Qiagen) y se centrifug6b a 10,000 rpm por 15 segundos a temperatura ambiente.
Posteriormente se adicionaron a la columna 500 uL de buffer RPE y se centrifugé a 10,000
rpm durante 15 segundos a temperatura ambiente. Se descart6 el liquido obtenido y a la
columna se le adicionaron nuevamente 500 L de buffer RPE y se centrifugé a 10,000 rpm
durante 2 min a temperatura ambiente. Se descart6 el liquido y la columna se centrifug6 a
10,000 rpm durante 2 min a temperatura ambiente para eliminar las trazas de etanol. Para
realizar la elucion, la columna se coloco en un tubo Eppendorf de 1.5 mL nuevo y se le
adicionaron 30 pL de H.O libre de nucleasas y se incub6 durante 1 min a temperatura
ambiente. Finalmente, la columna se centrifugd a 10,000 rpm durante 1 min a temperatura

ambiente y el RNA obtenido fue cuantificado y almacenado a -80°C hasta su uso.

6.9 Eliminacion del DNA remanente en el RNA obtenido mediante tratamiento
con DNAasa I.
Para eliminar las trazas de DNA presentes en el RNA extraido tanto de trofozoitos como de

quistes, se realizé un tratamiento con DNAasa | (Thermo Scientific) de la siguiente manera:
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al equivalente a 10 yg de RNA se le adicionaron 2.5 yL de Buffer 10X para la enzima
DNAasa | y 2 uL de la enzima DNAasa | (1U/uL) y la muestra se llevd a un volumen final de
25 uL con H2O libre de nucleasas y se incubé durante 30 min a 37°C. Posteriormente se
dio un segundo tratamiento adicionando 1 uL de la enzima e incubando durante 30 min a
37°C. La inactivacion de la enzima se realizd adicionando 0.2 volumenes de buffer de
inactivacion e incubando durante 2 min a temperatura ambiente agitando ocasionalmente.
Finalmente, la muestra se centrifugd a 14,000 rpm durante 1 min a 4°C y se recuperé el
sobrenadante que contenia al RNA purificado, el cual fue cuantificado y almacenado a -

80°C hasta el momento de su uso.

6.10 PCR utilizando RNA tratado con DNAasa | para verificar la eliminacién del

DNA gendmico.
Para verificar que con el tratamiento con DNAasa | se eliminé el DNA gendémico remanente
en las muestras de RNA y de esta manera la amplificacion de los genes de interés ya sea
mediante PCR de tiempo real o de punto final fuera exclusivamente del cDNA sintetizado a
partir del RNA, se realizé una PCR utilizando como templado el RNA tratado con DNAasa
I, para lo cual se emplearon unos oligonucléotidos previamente reportados que permiten la
amplificacién de nn gen constitutivo presente en trofozoitos y quistes de E. invadens. Para
ello, se realizé una mezcla de reacciéon que contenia: 1.25 uL del buffer 10X, 2uL de la
mezcla de los cuatro dNTPs (2.5 mM de cada uno), 0.75 uL de MgCl., 25mM, 1.25 uL del
oligonucleétido sentido EIN_327460 FWD 10 pmol, 1.25 uL del oligonucleétido antisentido
EIN_ 327460 RVS 10 pmol, 0.5 uL de Taq Polimerasa (AmpliTaq Applied Biosystems), 200
ng de RNA tratado con DNAasa | y H,O DEPC para un volumen final de reaccién de 12.5
ML.

Las condiciones empleadas para la amplificacion de los insertos fueron: 1 ciclo de
desnaturalizacion del DNA y activacién de la enzima a 94°C durante 10 min, seguido por
35 ciclos de amplificaciéon constituidos por 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30
segundos y 68°C durante 30 segundos, y finalmente un ciclo de extensioén final a 72°C

durante 5 min.

6.11 Integridad del RNA mediante electroforesis en gel de agarosa.
Para evaluar la integridad del RNA obtenido tanto de trofozoitos como de quistes, se migré
el equivalente a 3 ug de RNA tratado con DNAasa |. Para ello se prepararon 30 mL de un

gel de agarosa al 1.2% al que se le adicionaron 150 pL de una solucién de isotiocianato de
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guanidina a una concentracion de 1M, para obtener una concentracion final de 5mM. Las
muestras fueron mezcladas volumen a volumen con formamida y se incubaron a 65°C
durante 5 min. Posteriormente las muestras fueron cargadas y migradas a 100 V durante
30 min y transcurrido este tiempo se realiz6 la tincibn con bromuro de etidio a una
concentracion de 0.5 pg/mL durante 15 min en agitacién. Finalmente, el gel fue lavado con

H.O DEPC durante 5 min en agitacion para su posterior visualizacion en un transiluminador.

6.12 Sintesis de cDNA a partir de RNA obtenido de trofozoitos y quistes de E.

invadens.
Para realizar la sintesis del cDNA, se utilizo el equivalente a 1.5 pg de RNA tratado con
DNAasa | y se realizdé una mezcla de reaccién que contenia 1.5 pL de oligo dT 0.5 pg/uL
(Thermo Fisher), 1 uL de de una mezcla que contenia los 4 dNTPs (10 mM) y el RNA. Esta
mezcla se incub6 a 70°C durante 5 min y transcurrido este tiempo se colocé inmediatamente
en hielo. A la muestra se le adicionaron 2.5 uL de DTT 0.1 M, 5 pL de Buffer 5X para la
enzima SuperScript Il (Thermo Fisher) y se llevo a un volumen de 25 L y se incub6 a 42°C
durante 5 min. Posteriormente se adicion6 1 pL de la enzima SuperScript Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen) y se incub6 durante 42 °C durante 90 min, seguido de un ciclo de
70°C durante 5 min y el cDNA obtenido fue cuantificado y almacenado a -20°C hasta su

uso.

6.13 PCR semicuantitativa para los genes identificados que codifican para las

HDACSs de la clase lll o Sirtuinas en E. invadens.
Se realiz6 el disefio de oligonucléotidos especificos para los 6 genes que fueron
identificados in silico en base al dominio catalitico que pudieran codificar para las sirtuinas.
Con el propdsito de saber si existia una expresion diferencial entre trofozoitos y quistes de
E. invadens, se realizaron ensayos de RT — PCR semicuantitativa a 25 ciclos utilizando
como templado cDNA obtenido de trofozoitos y de quistes de 24 h. Se realiz6 una mezcla
de reaccion constituida por: 1.25 uL del buffer 10X, 2uL de la mezcla de los cuatro dNTPs
(2.5 mM de cada uno), 0.75 uL de MgCl, 50 mM, 1.25 uL de los oligonucledtidos sentido
(20 pmol), 1.25 uL del oligonucledtido antisentido (10 pmol), 0.25 yL de Taqg Polimerasa
(Invitrogene), 100 ng de cDNA de trofozoitos y quistes de 24 h y H,O a un volumen final de
12.5 yL. Las condiciones empleadas para la amplificacion los genes fueron: 1 ciclo de
activacion de la enzima y desnaturalizacion del DNA a 94°C durante 10 min, seguido por
25 ciclos de amplificacion constituidos por 94°C durante 30 segundos, 55 °C durante 30

segundos y 68°C durante 1 min, y finalmente un ciclo de 5 min a 72°C. Como gen
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constitutivo se utilizé un gen que codifica para una proteina hipotética (EIN_327460) el cual
ya habia sido reportado por Suresh S, et al., 2016, el cual se amplificé bajo las mismas

condiciones descritas anteriormente.

6.14 PCR de tiempo real utilizando SYBR Green.
Se realizaron ensayos de PCR en tiempo real utilizando como templado el cDNA de
trofozoitos y quistes de 24, 48 y 72 h post — enquistamiento de E. invadens. Para ello se
realizé la mezcla de reaccién constituida por: 5 uL de Power SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems 4367659), 1 uL de oligonucleétido sentido (10 pmol), 1 uL de
oligonucledtido antisentido (10 pmol), 100 ng del cDNA correspondiente y H-.O libre de
nucleasas para completar un volumen final de 10 pL. Las reacciones de PCR se realizaron
utilizando el equipo StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems) bajo las
siguientes condiciones: 1 ciclo de activaciéon de la enzima y desnaturalizacion del DNA a
94°C durante 10 min, seguido por 40 ciclos de amplificacion constituidos por 94°C durante
30 segundos y 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 min, y finalmente un ciclo de 5
min a 72°C. El analisis de los datos se realizé utilizando el método de AACt (Livak KJ,
Schmittgen TD, 2001) y se normalizaron utilizando el gen constitutivo previamente
reportado por Suresh S., et al.,, 2016. La secuencia de los oligonucleoétidos utilizados se

encuentran en la tabla IV.

6.15 Obtencién de extractos protéicos totales a partir de trofozoitos de E.

invadens.
Brevemente, 1x10° trofozoitos se colocaron en hielo durante 5 min y se cosecharon por
centrifugacion a 2,500 rpm durante 5 min a 4°C. La pastilla de parasitos se lavd 2 veces
con PBS 1X pH 6.8 frio y posteriormente fue resuspendida en 100 pL de M-PER
“Mammalian Protein Extraction Reagent’ (Thermo Fisher Scientific) suplementado con una
mezcla de inhibidores de proteasas (Complete 1X (Roche), 20mM NEM, 1mM PMSF y 2mM
lodoacetamida) y se incubaron por 10 min a 4°C a 50 rpm en un agitador rotatorio.
Posteriormente la muestra fue sonicada utilizando el equipo Bioruptor® Pico (Diagenode)
bajo los siguientes parametros: 15 ciclos de 30 segundo ON y 30 segundos OFF. Una vez
concluida la sonicacion, la muestra fue centrifugada a 14,800 rpm durante 1 h a 4°C. El

sobrenadante se colectd en un tubo nuevo y se almacené a -80°C hasta su uso.
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6.16 Obtencién de extractos protéicos totales a partir de quistes de E.

invadens.
Brevemente, 1x107 quistes previamente purificados fueron resuspendidos en 100 pL de M-
PER “Mammalian Protein Extraction Reagent” (Thermo Fisher Scientific) suplementado con
una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete 1X (Roche), 20mM NEM, 1mM PMSF y
2mM lodoacetamida) y se realizaron 10 ciclos de congelacion en N liquido durante 2 min
y descongelacién de 1 — 2 min a temperatura ambiente con la finalidad de fracturar la pared
del quiste. Posteriormente la muestra fue sonicada utilizando el equipo Bioruptor® Pico
(Diagenode) bajo los siguientes parametros: 15 ciclos de 30 segundos ON y 30 segundos
OFF. Una vez concluida la sonicacion, la muestra fue centrifugada a 14,800 rpm durante 1
h a 4°C. El sobrenadante, que contiene el extracto total, se colecté en un tubo nuevo y se
almacend a -80°C hasta su uso.

6.17 Extraccién de histonas a partir de trofozoitos de E. histolytica y E.

invadens.
A partir de los trofozoitos de E. histolytica y E. invadens, se realizé la extraccion de histonas
de acuerdo con el protocolo descrito por Byers J. et al., 2005. Aproximadamente 2x10’
trofozoitos se colocaron en hielo durante 5 min y se cosecharon por centrifugacion a 2,500
rpm durante 5 min a 4°C. El botén de parasitos se lavo 2 veces con PBS 1X frio y la pastilla
obtenida fue resuspendida en 1mL de buffer de lisis (10 mM Tris pH 6.5, 27 mM NazS20s,
1% Triton X-100, 10 mM MgCl,, 25 mM sucrosa) al cual se le adicion6é una mezcla de
inhibidores de proteasas (Complete 1X (Roche), 20mM NEM, 1mM PMSF y 2mM
lodoacetamida) y se incubd durante 10 min a 4°C. Posteriormente la muestra se transfirié
a un homogenizador previamente enfriado a -20°C y se aplicaron golpes con la ayuda del
mazo con la finalidad de lisar a las células. La lisis se monitoreo mediante observacion en
el microscopio hasta obtener aproximadamente el 90% de los trofozoitos lisados. La
muestra se transfirié a tubos Eppendorf de 1.5 mL y se centrifugé a 10,000 rpm durante 10
min a 4°C y el sobrenadante, que corresponde al extracto citoplasmico se almacené a -
80°C. Por otra parte, la pastilla obtenida (la cual contiene a los nacleos) fue resuspendida
en 333uL de buffer de extraccién (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA pH
8.0 y 0.1 mM EGTA pH 8.0) al cual se le adicionaron inhibidores de proteasas. La
purificacion de los nucleos se realizé6 mediante un colchdn de sacarosa a una concentracion
de 0.34 M resuspendido en buffer de extraccién con inhibidores de proteasas. La muestra
fue centrifugada a 10,000 rpm durante 5 min a 4°C y la pastilla obtenida, la cual corresponde

a los nucleos, se resuspendio en 100 pL de buffer de resuspensién Tris — EDTA (28.5 mM
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Tris pH 6.5, 37 mM EDTA) que contenia HCl a una concentracion final de 0.4 N, e
inhibidores de proteasas. La mezcla se incubé toda la noche a 4°C con agitacion orbital,
con la finalidad de extraer la mayor cantidad posible de histonas. Al dia siguiente, la muestra
se centrifugd a 14,800 rpm durante 30 min a 4°C y se recuperd el sobrenadante, que
contiene a las proteinas nucleares béasicas. A este sobrenadante se le adicionaron 8
volimenes de acetona grado HPLC fria (mantenida al menos una noche a -20°C), se
mezclo por inversion y se almacend a -20°C toda la noche con el propdsito de precipitar y
concentrar a las proteinas. Al dia siguiente, la muestra se centrifugd a 14,800 rpm durante
30 min a 4°C. El sobrenadante fue eliminado y la pastilla que contenia a las proteinas
basicas entre ellas a las histonas, se lavo 2 veces con 500 pL de acetona grado HPCL fria
y se dejo secar al aire. Posteriormente se resuspendié en aproximadamente 30 a 50 pL de
Tris-HCI 1M pH 8.8 mas inhibidores de proteasas (Complete 1X (Roche) y las muestras

fueron utilizadas inmediatamente o bien, almacenadas a — 20°C hasta su uso.

6.18 Extraccion de histonas a partir de quistes de E. invadens.
En el caso de la extraccion de histonas de quistes de E. invadens el protocolo se modifico
debido a la presencia de la pared de quitina, por esta razén fue necesario realizar ciclos de
congelacién y descongelacién, asi como de sonicacién. Brevemente, 1x107 quistes fueron
resuspendidos en 400 uL de buffer de lisis (10 mM Tris pH 6.5, 27 mM NaxS20s, 1% Triton
X-100, 10 mM MgCl;, 25 mM de sacarosa) al cual se le adicioné inhibidores de proteasas
(Complete 1X (Roche), 20mM NEM, 1mM PMSF y 2mM lodoacetamida). Hecho lo anterior
se procedi6 arealizar 10 ciclos de congelacién en N: liquido durante 5 min y descongelacién
de 1 — 2 min a temperatura ambiente con la finalidad de fractura la pared del quiste
Posteriormente la muestra fue sonicada utilizando el equipo Bioruptor® Pico (Diagenode)

bajo los siguientes parametros: 20 ciclos de 30 segundos ON y 30 segundos OFF.

Una vez concluida la sonicacion, a la muestra se adicion6 HCI a una concentracion final de
0.4 N y se incubd en agitacion orbital durante toda la noche. Al dia siguiente, la muestra se
centrifugd a 14,000 rpm durante 30 min a 4°C y se recupero el sobrenadante, que contiene
a las proteinas nucleares bésicas. A este sobrenadante se le adicionaron 8 volimenes de
acetona fria, se mezclaron por inversion y almacenaron a -20°C toda la noche con el
propésito de precipitar y concentrar a las proteinas. Al dia siguiente, la muestra se centrifugo
a 14,000 rpm durante 30 min a 4°C. El sobrenadante fue eliminado y la pastilla que contiene
a las proteinas totales basicas, se lavé 2 veces 500 uL con acetona fria y se dejé secar al

aire. Finalmente, el botén se resuspendié en aproximadamente 30 a 50 uL de Tris-HCI 1M
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pH 8.8 mas inhibidores de proteasas y las muestras fueron utilizadas inmediatamente o

bien, almacenadas a — 20°C.

6.19 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) para histonas.
Las histonas se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes en donde el detergente anionico dodecil sulfato de amonio (SDS) es
rutinariamente empleado para este fin, ya que asegura la disociacién de las proteinas en
sus subunidades. El gel de poliacrilamida se realiz6 de acuerdo al protocolo descrito por
UK Laemmli, 1970. Los vidrios (10x8 cm) y los separadores (0.75 mm) empleados para
hacer el gel, se ensamblaron segun las instrucciones del fabricante (Hoefer Amersham
Biosciences). En el molde se vacié primero el gel resolutivo el cual tenia la siguiente
composicion: acrilamida-bis acrilamida al 18 %, Tris 0.375 M pH 8.8, SDS 0.1%, persulfato
de amonio (PSA) 0.05%, N,N,N,N-tetrametiletilenediamina (TEMED). Al gel resolutivo se le
agrego isopropanol con el propésito de aplanar la superficie del gel. Una vez que el gel
habia polimerizado, el isopropanol fue eliminado y lavado con agua bidestilada.
Posteriormente, se vertid el gel concentrador (sobre el gel resolutivo) el cual contenia:
acrilamida-bis acrilamida al 4 %, Tris 0.125 M pH 6.8, SDS 0.1%, PSA 0.05% y TEMED
0.005% y se coloco inmediatamente el peine para formar los pozos, el gel se dej6
polimerizar a temperatura ambiente. Finalmente, el gel se colocé en la camara de
electroforesis (Hoefer, Amersham Biosciences) con buffer de corrida 1X (14.4 g de glicina,
3 g de Tris-base, 10 mL de SDS al 10 % y el volumen necesario de agua bidestilada para
1L). Las muestras se prepararon agregando buffer Laemmli 4X (2 mL de Tris 1M pH 6.8, 4
mL de SDS 10%, 400 pL de 2-mercaptoetanol, 4 ml de glicerol) a una concentracion final
de 1X y se hirvieron a 100°C por 5 min para posteriormente centrifugarlas a 14,000 rpm
durante 3 min. Estas muestras, se cargaron en el gel y se migr6 a 120V por
aproximadamente 3 h. Finalizada la corrida, el gel se fij6 y tiié con azul brillante de
Coomasie (metanol: acido acético glacial: agua en una proporcién 50:10:40 v/v) por 1 h.
Posteriormente, el gel se destifio utilizando una solucién de destincién que contenia: acido
acético al 7% y metanol al 25%; o bien el gel una vez finalizada la corrida fue utilizado para

los ensayos de Western Blot.

6.20 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) para los extractos
totales.
Los extractos totales de trofozoitos y quistes de E. invadens se analizaron por electroforesis

en geles de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes. El gel de poliacrilamida fue
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preparado de acuerdo con el protocolo descrito anteriormente, con la diferencia de que el
gel resolutivo tuvo una concentracion de acrilamida-bis acrilamida al 12%. Se cargaron 20
ML de cada extracto en el gel y éste se corrié a 120V por aproximadamente 1h 30 min y una

vez finalizada la corrida fue utilizado para los ensayos de Western Blot.

6.21 Western Blot (WB).
Al concluir la migracion electroforética, se prepararon los materiales para realizar la
transferencia de proteinas del gel de SDS-PAGE a una membrana de nitrocelulosa de
acuerdo con el protocolo descrito por Towbin H. et al., 1979. Para ello, en el armazén de
plastico de la cAmara de transferencia se armé un sandwich constituido por: una esponja,
seguidas de tres piezas de papel filtro Whatman, el gel que contenia a las proteinas de
interés, la membrana de nitrocelulosa, nuevamente tres piezas de papel Whatman y una
esponja. Una vez armado el sandwich, éste fue colocado en el interior de la camara de
transferencia, a la cual se adicion6 el buffer de transferencia (200 mL de metanol, 3 g deTris-
base, 14.4 g de glicina en 1 L). La camara fue sumergida en hielo durante todo el proceso
de transferencia la cual se realizé durante 2 h a 120 volts y 400 mAmp. Posteriormente, se
analizé la eficiencia de la transferencia al tefiir la membrana con Rojo de Ponceau (Rojo de
Ponceau al 0.5% en acido acético al 2%). Una vez que se verifico que las proteinas se
habian transferido a la membrana, se procedié a bloquearla con una solucion al 5% de
leche en PBS-Tween-20 al 0.05%, durante 2 h en agitacion constante a temperatura
ambiente. Después, la membrana fue incubada con los siguientes anticuerpos primarios:
Histona H3 COOH (Abcam ab1791) 1:150,000; Histona H4 COOH (Santa Cruz sc-8658-R)
1:2,000; Histona H4 pan-acetilada (Millipore 06-866) 1:4,000, Histona H4K12ac (Abcam
ab61238) 1:2,000; Histona H4K20me3 (Millipore 07-463) 1:500, HDAC3 (Active Motif
40968) 1:1000, Lamina B1 (Abcam ab16048) 1:5,000; Histona H4R3mel (Abcam ab17339)
1:500, Fibrilarina 1:3,000 y PRP6 1:500 (estos ultimos proporcionados por el Dr. Miguel
Angel Vargas Mejia). Todos ellos fueron diluidos en una solucién de leche al 2% en PBS-

Tween 20 al 0.05% y se incubaron toda la noche a 4°C en agitacion constante.

Al dia siguiente, la membrana fue lavada 3 veces con PBS 1X — Tween 20 al 0.05% durante
10 min a temperatura ambiente y agitacion constante. Posteriormente, la membrana se
incub6 con el anticuerpo secundario anti-Fc de conejo acoplado a HRP (Horse Radish
Peroxidase) en la misma solucion a una diluciéon de 1:7,500 durante 2 h a temperatura
ambiente. Una vez concluido este tiempo la membrana se lavo 3 veces con PBS 1X —

Tween 20 al 0.05% durante 10 min a temperatura ambiente y agitacién constante Para

44



identificar la interaccion del anticuerpo con las proteinas de interés, la membrana se incub6
con una mezcla volumen a volumen de los reactivos proporcionados por el kit SuperSignal
West Femto Maximum Sensitivity Substrate (34095 Thermo Scientific) y se revelé en el

equipo ChemiDoc™ MP System de BioRad.

6.22 Recuperacién de las bandas del gel SDS-PAGE para su anélisis por LC-

MS/MS.
Para corroborar que realmente en la preparacion obtenida mediante extraccion acida se
encontraban contenidas las histonas, los extractos nuevamente se migraron en geles SDS-
PAGE al 18 % por duplicado. Uno de estos geles fue tefiido con Coomassie, mientras que
el otro fue transferido y analizado mediante WB utilizando los anticuerpos dirigidos contra
el extremo COOH-terminal de las histonas H3 y H4 y revelado mediante autoradiografia.
Las placas autoradiograficas fueron utilizadas como regla para deliminar el rango en el cual
se encontraban contenidas las histonas en el gel que habia sido tefiido con Coomassie, por
lo que los fragmentos fueron cortados y enviados para su andlisis por LC-MS/MS.

6.23 Andlisis por LC-MS/MS.
Para el andlisis por espectrofotometria de masas (LC-MS/MS), a las secciones de interés
del gel se les realizé una reduccion con DTT 10 mM vy alquilacién con yodoacetamida 55
mM, para posteriormente ser digeridas proteoliticamente con tripsina de grado de
secuenciacién (preparada en un buffer de bicarbonato de amonio 50 mM) durante la noche
a 37°C. Los péptidos digeridos se analizaron mediante LCMS / MS en un espectrometro de
masas orbitrap de Thermo Scientific Exactive Plus junto con un EASY-nLC Il nano UHPLC
y una fuente de nanoespray Proxeon. La masa de los péptidos presentes se midid
usando el MALDI-ToF MS lo que gener6 una huella de masa peptidica. El primer
paso para su identificacién consistio en utilizar la informacion de la huella de la masa
peptidica para compararla con el banco de datos de Entamoeba
(http://amoebadb.org/amoeba/showApplication.do). La huella de la masa peptidica
gue esta en la base de datos es tedrica ya que se basa en el nUmero de sitios de
corte que la proteina puede sufrir por la tripsina, la cual dependera de su estructura
primaria. El mejor apareamiento permitié predecir de qué proteina se trataba y el

gen que la codifica.
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6.24 Inmunofluorescencia en trofozoitos de E. histolyticay E. invadens.
Aproximadamente 300,000 trofozoitos de E. histolytica y de E. invadens fueron crecidos en
placas de 6 pozos donde se colocaron cubreobjetos estériles con 8 mL de medio TYI-S33
o LYI-S-2 dependiendo de la cepa, hasta que el cultivo alcanzé una confluencia del 80 al
90%. Esto con la finalidad de que las células se adhieran y crezcan sobre el vidrio para que
no se desprendieran facilmente durante el proceso de la inmunofluorescencia. Una vez
alcanzada esta confluencia, se retird el medio y las células se lavaron 2 veces con PBS 1X
pH 6.8. Los trofozoitos fueron permeabilizados por la adicibn de una mezcla fria de
MeOH:Acetona en una proporcion 1:1 y se incubé durante 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente la mezcla se retird y se realizaron 3 lavados con PBS 1X. Se realiz el
bloqueo con una solucién de albumina sérica bovina (BSA) al 2% en PBS 1X durante 1 hora
a 37°C. Se retird la solucién de BSA y se colocaron 50 pL del anticuerpo primario (Histona
H4 pan-acetilada 1:500, H4R3me1l 1:50, HDAC3 1:50, Lamina B1 1:50) todos diluidos en
una solucién de BSA al 1% en PBS 1X. Para evitar la evaporacion y garantizar la
distribucibn homogénea del anticuerpo, la region en donde se encontraba la muestra se
cubrié con papel parafilm y se incubaron durante toda la noche a 4°C en una camara
huameda. Al dia siguiente, se recuperé el anticuerpo primario y los cubreobjetos se lavaron
3 veces por aspiraciéon suave con PBS 1X. Posteriormente se colocaron 50 uL del
anticuerpo secundario Alexa Fluor 568 Goat Anti-Rabbit IgG (A11036 Invitrogen) o Alexa
Fluor 488 Goat Anti-Rabbit IgG (A11008 Invitrogen) en una dilucion 1:200 con BSA al 1%
en PBS 1X y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora protegidos de la luz.
Transcurrido el tiempo de incubacién se realizaron 3 lavados por aspiracion suave con PBS
1X y un lavado final con H>O MilliQ y al cubreobjetos se le agregé el medio de montaje
Vectashield con DAPI y fue colocada sobre un portaobjetos evitando la formacién de
burbujas. Finalmente, la laminilla se sell6 con barniz y la preparacién se observé mediante

microscopia confocal.

6.25 Inmunofluorescencia en quistes de E. invadens.
A diferencia del protocolo previamente descrito para trofozoitos, en el caso de los quistes
el proceso se realizé en suspension. Brevemente, 5x10° quistes fueron fijados con 500uL
de p-formaldehido (PFA) al 4% durante 1 hora a temperatura ambiente con rotacion
constante y suave. Posteriormente se centrifugaron a 2,500 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente y se realizaron 3 lavados con PBS 1X. Los quistes fijados fueron
resuspendidos en 200 pL de PBS 1X y se realizaron 2 ciclos de congelacion en N liquido

durante 2 min y descongelacion a temperatura ambiente durante 1 a 2 min para fracturar la
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pared del quiste y permitir el acceso de los anticuerpos. Posteriormente se realizd la
permeabilizacién de los quistes con 500 pL de Tritdon X-100 al 0.5% durante 5 min con
rotacion suave y se realizaron 3 lavados con PBS 1X. Posteriormente se realizé el bloqueo
utilizando BSA al 2% en PBS 1X durante 1 hora a temperatura ambiente con rotacion suave
y constante. La muestra se centrifugd a 2,500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente y
la pastilla obtenida fue resuspendida en 50 pyL de anticuerpo primario (Histona H4 pan-
acetilada 1:500, H4R3me1l 1:50, HDAC3 1:50 todos diluidos en una solucién de BSA al 1%
en PBS 1X y se incubaron durante toda la noche a 4°C con rotacién suave y constante. Al
dia siguiente, la muestra se centrifugd a 2,500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente;
se recuperd el anticuerpo primario y la pastilla fue lavada 3 veces con PBS 1X incubando
la muestra durante 3 min a temperatura ambiente con rotacién suave y constante.
Posteriormente se colocaron 50 uL del anticuerpo secundario Alexa Fluor 568 Goat Anti-
Rabbit IgG (A11036 Invitrogen) o Alexa Fluor 488 Goat Anti-Rabbit IgG (A11008 Invitrogen)
en una dilucién 1:200 con BSA al 1% en PBS 1X y se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente con rotacion constante y suave protegidos de la luz. Transcurrido el
tiempo de incubacion se realizaron 3 lavados con PBS 1X incubando la muestra durante 3
min a temperatura ambiente con rotacién suave y constante y se realizé un lavado final con
H.O MilliQ y la pastilla fue resuspendida en 50 pL de PBS 1X. Se tomaron 25 pL de la
muestra y se colocaron en un cubreobjetos recubierto con Poly L — lisina para permitir la
adhesion de los quistes y se dej6 secar al aire por 5 min. Posterioremente al cubreobjetos
se le agregd el medio de montaje Vectashield con DAPI y fue colocado sobre un
portaobjetos evitando la formacion de burbujas. Finalmente, la laminilla se sell6 con barniz

y la preparacién se observé mediante microscopia confocal.

6.26 Evaluacion de la viabilidad de trofozoitos de E. invadens tratados con

diferentes concentraciones de Tricostatina A (TSA) mediante azul de tripano.
Para conocer la dosis en la cual la Tricostatina A no era téxica para los trofozoitos, se realizé
una curva con diferentes concentraciones de TSA durante 24 h. Brevemente, trofozoitos en
fase logaritimica de crecimiento se colocaron en hielo por 5 min y se cosecharon por
centrifugacion a 2,500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente en condiciones de
esterilidad. Una vez colectadas las células, se realizé el conteo utilizando la cadmara de
Neubauer con la finalidad de cultivar 100,000 trofozoitos en tubos de vidrio con 5 mL de
medio LYI-S-2. Una vez que se colocaron las células, se dejaron reposar durante 2 h a 25°C
para permitir que las células se adhieran al vidrio y posteriormente se les adicioné
Tricostatina A (T8552 Sigma — Aldrich, stock 66 pM en Etanol absoluto) a las
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concentraciones de 50, 100, 150 y 200 nM, asi como 45 pL de etanol absoluto que fue el
vehiculo en donde se resuspendid el TSA. Las células se mantuvieron por 24 h a 25°C y
transcurrido este tiempo, los tubos se colocaron en hielo por 5 min y se cosecharon por
centrifugacion a 2,500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Las células fueron
lavadas 2 veces con PBS 1X y se evalu6 la viabilidad celular mediante el método de
exclusion con azul de tripano, para lo cual la pastilla fue resuspendida en PBS 1X y a partir
de ella se realiz6 una dilucién 1:1 con azul de tripano al 0.4% (preparado en PBS 1X) y se
contaron en la camara de Neubauer un total de 200 células en diferentes campos en donde
se obtuvo el porcentaje de células que captaron el colorante (células muertas) y células no

tefiidas (células vivas).

6.27 Evaluacion de la viabilidad de trofozoitos de E. invadens tratados con

diferentes concentraciones de Tricostatina A (TSA) mediante ensayos de MTT.
Con la finalidad de corroborar que los trofozoitos de E. invadens tratados con TSA fueran
metabdlicamente activos, se realizdé un ensayo de MTT, el cual involucra la conversién del
Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a un compuesto insoluble
conocido como formazan, el cual es posteriormente solubilizado y su concentracion se
determina por la lectura de la absorbancia a 570 nm. Brevemente, en placas de 12 pozos
se cultivaron 25,000 trofozoitos en cada pozo llevandolo a un volumen final de 5 mL con
medio LYI-S-2. Una vez que se colocaron las células, se dejaron reposar durante 2 h a 25°C
para permitir que las células se adhieran a la placa. Posteriormente se les adicioné TSA a
las siguientes concentraciones de 50, 100, 150 y 200 nM, asi como etanol absoluto que fue
el vehiculo en donde se resuspendi6 el TSA. Las células se mantuvieron por 24 h a 25°Cy
transcurrido este tiempo se les retiraron 4.7 mL de medio y se mantuvo la monocapa de
células con 300 pL de medio y se les adiciond 15 pL del stock del reactivo MTT (V13154
Invitrogen) cuya concentracion fue de 5 mg/mL. La placa fue incubada durante 4 h a
temperatura ambiente cubierto de la luz y transcurrido este tiempo para lisar a las células
se adicionaron a cada pozo 300 uL de la solucién que contenia 0.1% de SDS y 0.01 M de
HCI. Posteriormente, la placa fue incubada a 37°C de 12 a 14 h y después de este tiempo
se colecto el sobrenadante de cada pozo en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se centrifugaron
a 12,000 rpm durante 1 min. Finalmente 200 pL del sobrenadante fueron colocados en
placas de 96 pozos con fondo plano y la absorbancia de cada muestra fue medida mediante

un espectrofotémetro a 570 nm.
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6.28 Induccidn del enquistamiento de trofozoitos de E. invadens en presencia

de TSA.
Se realiz6 la induccidn del enquistamiento como se describié en la seccidén 6.3 y se adicion6
el TSA a una concentracion de 200 nM y como control se adicioné etanol absoluto. Las
células fueron incubadas durante 24 h y después de este tiempo las células fueron
colectadas por centrifugaciéon y lavadas 2 veces con PBS 1X. Se tomé una alicuota de las
células tratadas y no tratadas con TSA para realizar la tincion con calcofluor blanco como
se describid en la seccion 6.5. Ambas muestras tefiidas fueron observadas mediante
microscopia confocal y se tomaron fotografias diferentes campos para realizar un conteo
de 500 células en donde se obtuvo el porcentaje de células positivas a la tincion con
calcofluor. El resto de cada muestra se empled para la extraccién de RNA total, tratamiento
con DNAasa |, PCR utilizando RNA tratado con DNAasa |, integridad del RNA y sintesis de
cDNA como se describi6 anteriormente en las secciones 6.8, 6.9, 6.10y 6.11y 6.12.

6.29 Amplificacién por PCR de los insertos EiSirDC Hindlll/Kpnl y EiSirDC

BamHI/EcoRI.
Para generar la construccion del dsRNA para el dominio catalitico de EiSir2, asi como la
proteina recombinante dirigida a esta misma region, se disefiaron un par de
oligonucleétidos que amplificaran los 531 pb que corresponden a esta regién del gen. Para
ello, cada inserto de interés fue amplificado por PCR cuya mezcla contenia: 1.25 yL del
buffer 10X, 2uL de la mezcla de los cuatro dNTPs (2.5 mM de cada uno), 0.75 pyL de MgCl.
25mM, 1.25 uL del oligonucledtido sentido EiSirDC Hindlll o EiSirDC BamHI 10 pmol, 1.25
ML del oligonucledtido antisentido EiSirDC con el sitio de restriccion Kpnl y EiSirDC con el
sitio de restriccion EcoRlI, 0.5 uL de Taq Polimerasa (AmpliTag Applied Biosystems), 100
ng de DNA gendmico de trofozoitos de E. invadens y H,O para un volumen final de reaccién
de 12.5 L.

Las condiciones empleadas para la amplificacion de los insertos fueron: 1 ciclo de
desnaturalizacion del DNA y activacion de la enzima a 94°C durante 10 min, seguido por
35 ciclos de amplificacion constituidos por 94°C durante 30 segundos, 65.5°C durante 30
segundos y 68°C durante 1 min, y finalmente un ciclo de extension final a 72°C durante 5

min.
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6.30 Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.
Las bandas del DNA de interés se recuperaron del gel de agarosa utilizando el kit QIAquick
Gel Extraction (QIAGEN). Para ello, se cort6 el fragmento del gel de agarosa que contenia
la banda de interés y se colocé en un tubo Eppendorf nuevo. El fragmento fue pesado y por
cada 100 mg de agarosa se adicionaron 300 ul de buffer QG. La mezcla (agarosa — buffer
QG), se incubé a 65°C durante 10 min con el propédsito de solubilizar la agarosa.
Transcurrido este tiempo, la mezcla fue colocada en una columna para que el DNA soluble
se adhiriera a la resina de silica. Esta columna se centrifugé a 12,000 rpm por 1 min a
temperatura ambiente. Este paso se repiti6 tres veces con la finalidad de recuperar la mayor
parte del DNA. Una vez que el DNA quedo adherido a la silica de la columna, las sustancias
contaminantes (agarosa y sales) fueron eliminadas a través de un lavado con 750 pl de la
solucién PE. La columna se centrifugé a 12,000 rpm por 1 min a temperatura ambiente, el
sobrenadante fue desechado y nuevamente la columna se centrifugé bajo las mismas
condiciones para eliminar trazas de etanol provenientes de la solucién PE. Para realizar la
eluciéon del DNA, la columna se coloc6 en un tubo Eppendorf nuevo y se adicionaron 30 uL
de H2O libre de nucleasas (la cual fue previamente incubada a 65°C) y finalmente para, la
columna se incub6 a 65 °C durante 3 min para posteriormente ser centrifugada a 12,000
rpm durante 2 min a temperatura ambiente con el propésito de recuperar el DNA. Este paso
de elucién se realizé una segunda vez empleando 20 pL de H;O. Este DNA purificado fue

cuantificado y almacenado a -20°C hasta el momento de su uso.

6.31 Digestién de los insertos EiSirDC-Hindlll/Kpnly EiSirDC BamHI/EcoRI con
enzimas de restriccion.
Con la finalidad de que los fragmentos tanto de EiSirDC-Hindlll/Kpnl y EiSirDC
BamHI/EcoRlI fueran clonados en los vectores pL4440 y pGEX6P1 respectivamente, se
realizé la digestién de los fragmentos purificados con las enzimas Hindlll y Kpnl para clonar
en el vector pL4440 y con BamHI y EcoRlI para clonar en el vector pGEX6P1, para ello, las

muestras se prepararon de la siguiente manera:

EiSirDC HindlIll/Kpnl EiSirDC BamHI/EcoRI

DNA purificado (1 a 3 pg) X L DNA purificado (1 a 3 pg) X uL
Buffer NEB2 10X 5 pL Buffer NEB2 10X 5pL
Hindlll (20U/uL) 1.5puL BamHI (20U/pL) 1.5puL
Kpnl (10 U/pL) 1.5puL EcoRI (20 U/uL) 1.5uL
BSA 100X 0.5 puL BSA 100X 0.5 puL

H20 X uL H.O X uL

Volumen final 50 pL Volumen final 50 pL
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Estas muestras se incubaron durante 2 h a 37°C y posteriormente el DNA digerido fue
purificado utilizando el kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN), siguiendo el protocolo
previamente descrito. Los fragmentos digeridos y purificados fueron cuantificados y
almacenados a -20°C hasta el momento de su uso.

6.32 Obtencion del DNA plasmidico mediante Miniprep.
Todos los plasmidos obtenidos en este trabajo fueron purificados siguiendo las
instrucciones recomendadas por el kit GenElute Plasmid Miniprep (Sigma — Aldrich). Para
ello, la colonia bacteriana que contenia el plasmido de interés fue inoculada en 10 mL de
medio LB suplementado con 100 ug/ml de ampicilina y se dejo crecer toda una noche a
37°C con agitacion a 250 rpm. Al dia siguiente, los 10 mL de cultivo se centrifugaron a 4,000
rom durante 30 min a 4°C. El botén fue resuspendido por pipeteo en 200 pL de buffer de
resuspension suplementado con RNAsa A y posteriormente se adicionaron 200 uL de buffer
de lisis, se mezcl6 por inversion 6 veces y se incubd a temperatura ambiente por 4 min.
Inmediatamente se le adicionaron 350 pL del buffer de neutralizacién y se mezclé por
inversion 6 veces para después centrifugar a 14,800 rpm durante 10 min a 4°C. El
sobrenadante fue recuperado en un tubo Eppendorf nuevo y se coloc6 en una columna
proporcionada en el kit, la cual habia sido previamente equilibrada con 500 yL de solucién
de preparacion de la columna y centrifugada a 12,000 rpm por 1 min a temperatura
ambiente. La columna que contenia el sobrenadante fue centrifugada a 12,000 rpm por 1
min a temperatura ambiente; este paso se realizd 3 veces con el propdésito de recuperar la
mayor cantidad posible de DNA. Una vez que el DNA quedd adherido a la columna, esta
fue lavada con 500 pL de la soluciéon de lavado opcional, centrifugando a 13,000 rpm

durante 1 min a temperatura ambiente y el sobrenadante se desechd.

La columna fue lavada nuevamente con 750 pL de solucién de lavado que contiene etanol
y se centrifugd a 12,000 rpm durante 1 min a temperatura ambiente. El sobrenadante fue
eliminado y la columna se centrifugd nuevamente a 12,000 rpm durante 3 min para eliminar
las trazas de etanol. Finalmente, para realizar la elucion, la columna se colocé en un tubo
Eppendorf nuevo y se le adicionaron 50 L de H:O libre de nucleasas (la cual previamente
fue incubada a 65°C), se incub6 a 65 °C durante 3 min y posteriormente se centrifug6 a
12,000 rpm durante 2 min a temperatura ambiente. Se realiz6 una segunda elucién con 25
pL de H>O a 65°C. El DNA obtenido fue cuantificado y se migraron entre 100 y 200 ng de
DNA en en un gel de agarosa al 0.8% con el propésito de verificar la integridad del DNA,

después de lo cual el plasmido fue almacenado a -20°C hasta su uso.
51



6.33 Digestion de los plasmidos pL4440 con Hindlll y Kpnl y pGEX6P1 con
BamHI y EcoRI.
Con la finalidad de que los insertos digeridos sean ligados a los plasmidos, se realiz6 la
digestion de los plasmidos pL4440 con Hindlll y Kpnl y pGEX6P1 con BamHI y EcoRl de la

siguiente manera.

pL4440 Hindlll/Kpnl pGEX6P1 BamHI/EcoRI

Plasmido (5 ug) X uL Plasmido (5 ug) X uL

Buffer NEB2 10X 5uL Buffer NEB2 10X 5puL
Hindlll (20U/uL) 1.5uL BamHI (20U/uL) 1.5uL
Kpnl (10 U/uL) 1.5puL EcoRlI (20 U/uL) 1.5uL
BSA 100X 0.5 puL BSA 100X 0.5 puL

H-0 X pL H-O X UL
Volumen final 50 pL Volumen final 50 pL

Estas muestras se incubaron durante 2 h a 37°C y posteriormente los plasmidos digeridos
fueron migrados en geles de 0.8 % para recuperar cada plasmido linearizado y cada uno
fue cortado del gel y purificado utilizando el kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN), siguiendo
el protocolo previamente descrito. Los plasmidos digeridos y purificados fueron
cuantificados y almacenados a -20°C hasta su uso.

6.34 Clonacién de los insertos EiSirDC-Hindlll/Kpnl y EiSirDC BamHI / EcoRI
en los vectores pL4440y pGEX6P1.
Una vez que se contaba tanto con los plasmidos y los insertos digeridos, ambos productos
fueron empleados en una reaccion de ligacién para obtener los vectores pL44440 — EiSirDC
y pGEX6P1 — EiSirDC. Para la reaccion de ligacion se utilizé 1 pL de la enzima T4 DNA
Ligasa (New England Biolabs), 2 yL del buffer para la enzima 10X y una relacién de
inserto:vector (3:1). Esta mezcla se llevé a un volumen final de 20 pL y se incubd durante

toda la noche a 16°C.

6.35 Transformacién de bacterias E. coli quimicamente competentes.
El proceso de transformacion se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones: 100 pL de
células HT115 DE3 (F-, mcrA, mcrB, IN(rrnD-rrnE)1, rncl4::Tn10 ) 6 XL10 Gold (Tet
A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte [F’
proAB lacl’ZAM15 Tn10 (Tet") Amy Cam'], quimicamente competentes se descongelaron
en hielo y se transfirieron a un tubo de vidrio estéril al cual se le adicion6 5 pL de la mezcla
de ligacién pL4440 — EiSirDC o pGEX6P1 — EiSirDC y se incubaron por 30 min en hielo.

Transcurrido este tiempo, se dio un choque térmico incubando la mezcla durante 2 min a
52



42°C y posteriormente 1 min en hielo. Concluido este tiempo, a cada tubo se le adicion6 1
mL de medio Luria Bertoni (LB) y fue incubada durante 1 hora a 37°C en agitacion.
Posteriormente, las células se transfirieron a un tubo Eppendorf nuevo y estéril de 1.5 mL
y se centrifugaron a 12,000 rpm por 1 min. Se eliminaron 900 uL del medio y el boton de
bacterias fue resuspendido en los 100 pL restantes y se espatularon, en el caso de
pPGEX6P1 EiSirDC en una caja de agar LB — ampicilina (100 mg/mL) para el caso de pL4440
EiSirDC en agar LB ampicilina — tetraciclina (100 mg/mL, 10 mg/mL) y se incubaron toda la

noche a 37°C hasta la aparicion de colonias.

6.36 PCR de Colonia.
Para identificar las colonias que contenian las construcciones de interés (pL4440 — EiSirDC
y pGEX6P1 — EiSirDC, se realizaron ensayos de PCR de colonia a partir de 10 colonias
elegidas al azar. Para cada construccién y para cada cepa, las colonias se tomaron con
una micropunta, la cual se empled para hacer una réplica de la colonia en una caja de medio
LB-ampicilina o LB ampicilina — tetraciclina y el resto de la colonia se disolvié en la mezcla
de reaccion de PCR constituida por: 1.25 uL del buffer 10X, 2uL de la mezcla de los cuatro
dNTPs (2.5 mM de cada uno), 0.75 yL de MgCl, 50 mM, 1.25 pL de los oligonucleétidos
sentido EiSirDC-Hindlll y EiSirDC-BamHI (10 pmol/uL), 1.25 pL del oligonucledtido
antisentido EiSirDC—Kpnl y EiSirDC—-EcoRI (10 pmol), 0.25 yL de Tag Polimerasa
(Invitrogene), DNA de la colonia y H20 a un volumen final de 12.5 yL. Las condiciones
empleadas para la amplificacion del inserto fueron: 1 ciclo de activacién de la enzima y
desnaturalizacion del DNA a 94°C durante 10 min, seguido por 35 ciclos de amplificacion
constituidos por 94°C durante 30 segundos, 65.5°C durante 30 segundos y 68°C durante 1

min, y finalmente un ciclo de 5 min a 72°C.

Posteriormente, los productos amplificados fueron resueltos en un gel de agarosa al 1.5%
el cual fue tefiido con bromuro de etidio. Por otro lado, las cajas de LB — ampicilinay LB —
ampicilina y tetraciclina, que contenian a las réplicas de las colonias, fueron incubada a

37°C hasta observar claramente el crecimiento bacteriano.

6.37 Digestion de los plasmidos obtenidos mediante Miniprep de las colonias
seleccionadas por PCR para los vectores pL4440 EiSirDC y pGEX6P1 EiSirDC
En base a los resultados de la PCR de colonia, se selecciond una colonia positiva de cada
construccion y para verificar que efectivamente contuviera el plasmido con el inserto de

interés se realizé la extraccion del DNA plasmidico por miniprep de la manera indicada
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anteriormente y una vez obtenido este DNA se realiz6 la digestiobn de cada plasmido

utilizando las enzimas correspondientes, como se indica a continuacion.

pL4440 EiSirDC Hindlll/Kpnl pGEX6P1 EiSirDC BamHI/EcoRil
Plasmido (5 ug) X uL Plasmido (5 ug) X uL
Buffer NEB2 10X 5uL Buffer NEB2 10X 5puL
Hindlll (20U/pL) 1.5puL BamHI (20U/pL) 1.5puL
Kpnl (10 U/uL) 1.5puL EcoRI (20 U/uL) 1.5puL
BSA 100X 0.5 L BSA 100X 0.5 L
H-0 X pL H-O X UL
Volumen final 50 pL Volumen final 50 pL

Estas muestras se incubaron durante 2 h a 37°C y posteriormente los plasmidos digeridos
fueron migrados en un gel al 1.5 % para observar la liberacion del inserto de interés con un
tamafio de 531 pb. Una vez que se identificaron las colonias que contenian las
construcciones de interés, estas se enviaron a secuenciar para corroborar que el marco de

lectura fuera correcto.

6.38 Induccioén y purificacién de la proteina recombinante GST-EiSirDC.
La proteina recombinante GST-EiSirDC fue obtenida al inducir su expresion; para ello una
colonia bacteriana que contenia el plasmido pGEX6P1 — EiSirDC previamente secuenciado
se inoculé en 5 mL de medio LB, el cual, contenia ampicilina a una concentracion final de
100 pg/mL. Este cultivo se dejé crecer durante toda la noche a 37 °C con agitacion
constante a 250 rpm. Al dia siguiente se tomé una alicuota de 2.5mL para inocularla en 250
mL de medio LB con ampicilina a una concentracion final de 100 pug/mL. El cultivo se crecio
a 37 °C con agitacion constante hasta que alcanz6 una densidad optica a 600 mn de 0.7-
0.8 y se procedio a inducir la expresiéon de la proteina. Debido a que el vector pGEX esta
bajo el control del promotor lac, el cual es inducido con el analogo de lactosa isopropil-D-
tiogalactosa (IPTG), al cultivo se le agregd IPTG a una concentracion final de 0.5 mM y el
cultivo se incub6 durante 4 h a 37°C con agitacion constante a 250 rpm. Concluido este
tiempo, se procedi6 a la purificaciéon de la proteina recombinante de acuerdo al protocolo
de Frangioni Jy Neel G., 1993. Para ello, las bacterias se centrifugaron a 5,000 rpm durante
15 min a 4°C y la pastilla que contiene nuestra proteina de interés sobreexpresada fue
resuspendida por pipeteo en 15mL de STE frio suplementado con inhibidores de proteasas
y 60 uL de Lisozima (25mg/mL) y se incub6 durante 15 min en hielo. Posteriormente, se le
adicionaron 750 pL de STE—DTT 100 mMy 2.25 mL de STE — Sarcosil al 10% y la muestra

se vortexeo por 5 segundos. Posteriormente las bacterias se lisaron por sonicacion
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utilizando el equipo Sonios Vibra-Cell 3 con las siguientes condiciones: 3 ciclos de 3 min
cada uno a 50 de amplitud, con intervalos de 10 segundos ON y 10 segundos OFF. Entre
cada ciclo se dej6 1 min de reposo para evitar que se calentara la muestra y
desnaturalizaran las proteinas, por lo que la muestra se mantuvo todo el tiempo en hielo.
Una vez concluida la sonicacién, la muestra fue centrifugada a 14,800 rpm durante 15 min
a 4°C y el sobrenadante se colecté en un tubo cdnico nuevo, obteniendo un volumen
aproximado de 25 mL y a este sobrenadante se le adicionaron 7.5 mL de STE — Tritdn X-
100 10%, Con la finalidad de purificar a la proteina recombinante, el sobrenadante se puso
a interaccionar durante toda la noche a 4°C con 250 uL de perlas Glutathione Sepharose
4B (Amersham Biosciences) en agitacion constante y suave, las cuales habian sido
previamente lavadas con PBS 1X. Al dia siguiente las perlas se sedimentaron por
centrifugacion a 2,500 rpm durante 5 min a 4°C. Las perlas se lavaron 5 veces durante 5
min con PBS 1X y La proteina fusionada a GST se liber6 de las perlas al adicionar 250 pL
de buffer Laemmli y se procedio a hervir la muestra a 100°C por 5 min. Transcurrido este
tiempo, las muestras fueron centrifugadas a 14,800 rpm durante 15 min a 4°C y se recuperé
tanto la primera como la segunda elucién. Las muestras fueron analizadas en geles SDS-
PAGE para confirmar la expresion de la proteina de interés en el tamafio esperado y para
corroborar que la proteina de interés se encontrara en marco con la bandera de GST, se

realizaron ensayos de Western blot utilizando un anticuerpo a GST 1:2,000.

6.39 Induccion y purificacion del dsRNA para EiSirDC y GFP.
La colonia de interés que contenia el plasmido pL4440 EiSirDC asi como la del plasmido
control pL4440 GFP se inocul6 en 10 mL de medio 2xYT (suplementado con ampicilina a
una concentracion final de 100 pg/mL asi como tetraciclina con una concentracion final de
5ug/mL) y se incubd a 37°C durante toda la noche en agitacién a 250 rpm cubierto de la
luz. Al dia siguiente, se tomaron 5 mL del pre-inéculo y se adicionaron a 500 mL de medio
2xYT con ampicilina (100 pg/mL) y tetraciclina (5ug/mL) y se incubaron a 37°C en agitacion
a 250 rpm hasta que se alcanzé una densidad Optica a 600 nm de 0.6. Una vez que se
alcanzé esta densidad, se adicion6 IPTG para tener una concentracion final de 2 mM y se
incub6 a 37°C durante 4 h en agitacion a 250 rpm cubierto de la luz. Transcurrido este
tiempo, se colectaron las bacterias por centrifugacion a 5,000 rpm durante 30 min a 4°C y
la pastilla de bacterias se lavé una vez con PBS 1X (preparado en H,O DEPC) y se

centrifugd a 5,000 rpm durante 10 min a 4°C.
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Posteriormente la pastilla de bacterias fue resuspendida con la ayuda de una pipeta en 10
mL de TRIzol y se trabaj6é Unicamente con la mitad del material y el resto se almacené a -
80°C. A los 5 mL de bacterias resuspendidas en TRIzol se les adicion6 1 mL de cloroformo
y se vortexeo durante 30 segundos. La muestra se transfirié a tubos Eppendorf de 1.5 mL
y se centrifugaron a 12,000 xg durante 30 min a 4°C. Transcurrido este tiempo se recuperé
la fase acuosa en un tubo conico de 15 mL y se le adicionaron 2.5 mL de isopropanol frio,
se mezclé por inversion y el RNA se dejo precipitando toda la noche a 4°C. Al dia siguiente,
la muestra se centrifug6 a 4,000 rpm durante 1 hora a 4°C y la pastilla obtenida se transfirio
a un tubo Eppenderf de 1.5 mL nuevo y se lavé 2 veces con etanol al 70% (preparado con
H.O DEPC) y se centrifugd a 12,000 xg durante 10 min a 4°C. La pastilla obtenida se dejo
secar al aire y finalmente fue resuspendida en 1 mL de H.O DEPC.

Para eliminar el DNA bacteriano contenido en la muestra de RNA, esta se tratd6 con DNAasa

| de la siguiente manera:

RNA (disuelto en H>O DEPC) 100 pL
DNAasa | (1U/uL) 25 pL
Buffer para DNAasa | 10X 140 pL
H.O DEPC 235 uL
Volumen Final 1400 pL

La muestra se incub6 a 37°C durante 2 h. Transcurrido este tiempo la muestra fue dividida
en 2 tubos (900 uL de muestra en cada tubo) y se realiz6 el tratamiento con RNAasa A con
la finalidad de eliminar el sRNA y quedarnos Unicamente con el dsRNA. Para ello, la

muestra se preparé como se indica a continuacion:

Muestra tratada con DNAasa | 700 pL

NaCl 2.5 M (preparado en H,O DEPC) 144 pL
RNAasa A (20 mg/mL) 9 uL

H.O DEPC 47 uL

Volumen final 900 pL

Esta muestra se incub6 a 37°C durante 30 min. Posteriormente, para purificar el dsRNA, se
realiz6 una extraccion con la mezcla Fenol/Cloroformo/Alcohol isoamilico. Para ello, la
muestra se dividié en alicuotas de 600 pL y a cada una de ellas se les adicioné un volumen
igual de Fenol/Cloroformo/Alcohol isoamilico 25:24:1 (Sigma — Aldrich), se mezclé por
inversion 15 veces y se vortexeo durante 10 segundos. La muestra fue centrifugada a
12,000 xg durante 30 min a 4°C y la fase acuosa fue recuperada. Se realizaron alicuotas

de 400 pL de la fase acuosa en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se les adicion6 1000 pL de
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etanol absoluto (equivalente a 2.5 volumenes) y el dsRNA se dej6 precipitando a -20°C

durante toda la noche.

Al dia siguiente, la muestra se centrifugd a 14,800 rpm durante 30 min a 4°C y se eliminé
el sobrenadante. La pastilla obtenida se lavd 2 veces con etanol al 70% (preparado con
H.O DEPC) y se centrifugé a 14,800 rpm durante 10 min a 4°C. La pastilla obtenida se dejo
secar al aire y se resuspendié en aproximadamente 150 a 200 pL de H20 DEPC estéril, se
incubd a 65°C durante 3 min, se realizaron alicuotas de 30 a 50 yL y se almacenaron a -
80°C hasta su uso. Al mismo tiempo, se tomé una alicuota para cuantificar la cantidad
obtenida de dsRNA.

Para evaluar la calidad del dsRNA, el equivalente a 3 pg de dsRNA fue migrado en un gel
de agarosa al 2%; para ello la muestra se mezcl6 con buffer de carga y se incubé a 65°C
durante 3 min para posteriormente ser cargada en el gel. La migracion se realiz6 a 100 V
durante 30 min y transcurrido este tiempo se realizo la tincién con bromuro de etidio a una
concentracion de 0.5 pg/mL durante 15 min en agitacion y finalmente el gel fue lavado con

H.O DEPC durante 5 min en agitacién para su visualizacién en un transiluminador.

6.40 Modelado por homologia
Para realizacion del modelado molecular por homologia molecular de las proteinas
ortélogas de HDAC3 de humano en E. invadens, se utilizé el servicio web SWISS-MODEL
(Guex N y Peitsch MC., 1997; Schwede T. et al., 2003; Arnold K. et al., 2006), para la
superposicionamiento se emple6é el paquete computacional de Molecular Operating
Environment (MOE version 2014.09.) Se construyé el modelo molecular por homologia de
los genes EIN_486830 y EIN 096050, basadndose en una estructura cristalografica
previamente reportada de HDAC3 de humano, la cual se encuentra disponible en el Protein

Data Bank o PDB (www.rcsb.org) con clave de acceso 4A69.

Las estructuras del modelado por homologia de las proteinas EIN_486830 y EIN_096050
fueron preparadas por la aplicacion LigX del MOE 2014.09, los pasos de preparacion
incluyen adicion de atomos de hidrogeno, calculos de protonacién, tautomeros, asignacion
de cargas parciales y minimizacion de energia (relajacion de los cristales), utilizando
MMFF94 indicando una fuerza de rigidez media cuadrada (RMS) de 0.1kcal/mol/ A2. Se
utilizé la estructura en 2D de Tricostatina A utilizando la aplicacion Dock MOE 2014.09 para

realizar el docking sobre el complejo cristalizado de EIHDACS3- Tricostatina A, colocando
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moléculas de agua definidas sobre la estructura, con el fin de darle el correcto
funcionamiento a los atomos donadores y aceptores de puentes de hidrogeno. Se tomd la

estructura de la Tricostatina A (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/trichostatin _A)

para obtener una conformaciéon en 3D del ligando fueron preparados utilizando MOE
2014.09 mediante el calculo de estado de protonacion asignado de acuerdo con el campo
de fuerza MMFF94 y realizando una minimizacién de energia a un gradiente de RMS de
0.1kcal/mol/ A2.

6.41 Docking molecular
El acoplamiento molecular se llevé a cabo utilizando el software AutoDock 4.2.626 y el Dock
de MOE 2014.09. Los calculos de acoplamiento fueron llevados a cabo con los ajustes de
parametros estandar recomendados, se evaluaron 250000 energias maximas del ligando
con el receptor, se evaluaron las energias maximas utilizando el algoritmo genérico, RMSD
con una tolerancia de 2.0 A, las cuadriculas se calcularon con Autogrid 4.2.626 con un
espaciado de 0.375 A centrandolos en los ligandos cristalizados.

El acoplamiento molecular con MOE 2014.09 se llevo a cabo utilizando las coordenadas de
los ligandos reportados para la Tricostatina A en la proteina HDAC3. Se utilizé la funcién
matcher como método de colocalizacion para generar 1000 sitios de acoplamiento
planteados para cada caso. Los 30 mejores resultados de acoplamiento se analizaron
basandose en la puntuacién Londres dG, los cuales fueron definidos utilizando célculos de
campos de fuerza y se sometieron a un nuevo célculo usando la funcién de puntuacioén
GBVI/WSA dG en todos los ensayos.
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7. RESULTADOS

7.1 Induccion del enquistamiento in vitro de trofozoitos de E. invadens.
Para determinar si existian diferencias en las marcas epigenéticas y en la arquitectura
nuclear entre las fases de trofozoito y quiste de E. invadens, un paso fundamental para
poder abordar este objetivo fue contar con ambas fases de vida del parésito. En el caso de
los trofozoitos, estos se mantuvieron en cultivo en medio LYI-S-2 a 26°C y a partir de ellos
se realizo la induccion del enquistamiento al cultivar los trofozoitos en el medio LG diluido
al 47%, con suero bovino adulto al 5% y vitaminas al 0.26%. Bajo estas condiciones de
cultivo a 26°C y después de 72 h, se obtuvo una poblacién heterogénea formada por
trofozoitos, pre-quistes y quistes ya que no se logra un enquistamiento del 100%. Para
purificar la fraccion que correspondia a los quistes, se realiz6 la lisis con sarcosil y agua
bidestilada seguida de su purificacion mediante un gradiente de Percoll, en el cual los
guistes se encontraron en la interfase del 30 y 40% del gradiente. Una vez purificados los
quistes se confirmd su presencia y pureza mediante la tincidn con calcofluor blanco, el cual
es una molécula que se une a la pared de quitina y emite fluorescencia bajo luz ultravioleta
(Arroyo-Begovich A. et al., 1980). En la figura 8 se puede observar una imagen
representativa de esta tincién en donde se aprecia que la fraccion recuperada corresponde

a una poblacion enriquecida en quistes.
Calcofluor Merge

Figura 8. Quistes de E. invadens tefiidos con calcofluor blanco. Los quistes presentan un tamafio de aproximadamente
10 — 20 yum y morfologia redonda, son refringentes y positivos a la tincidon con calcofluor. A) Microscopia de contraste de
fases, B) Microscopia de epifluorescencia en el canal de DAPI y C) empalme de las imagenes A) y B).

7.2 Obtencion e identificacion de las histonas en trofozoitos y quistes de E.
invadens.
Una vez que se conto con las 2 fases del parasito (trofozoitos y quistes), y con el propésito
de iniciar con la identificacion de las modificaciones post-traduccionales de las histonas, se

procedié a obtener las histonas tanto de trofozoitos como de quistes. En el caso de los
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trofozoitos, se realiz6 una extraccion &cida a partir de la obtencién de ndcleos, mientras
que, en el caso de los quistes, no fue posible purificar exclusivamente ndcleos por lo que
se realiz6 un extracto total acido. La integridad de las proteinas obtenidas en ambos casos
se verificd en un gel SDS — PAGE al 18%. En la figura 9 Ay C, se observa que hay una
mayor cantidad de proteinas en la region del gel que comprende de los 10 a los 40 kDa,
tanto en los extractos obtenidos de los trofozoitos y los quistes, respectivamente, lo que en
base a su peso molecular nos sugeria que probablemente en este rango de proteinas se

encontraban las histonas.

Para determinar si efectivamente en la preparacion &cida tanto de los trofozitos como la de
los quistes se encontraban las histonas, se realizaron ensayos de WB utilizando anticuerpos
dirigidos contra el extremo COOH terminal de las histonas H3 y H4 de humano, los cuales
como se menciond en la introduccién son la regiébn mas conservada en las histonas de
Entamoeba. Como se puede observar en las figuras 9 B y D, en la membrana que contiene
las proteinas &cidas de trofozoitos y quistes que fueron incubadas con el anticuerpo anti
H3COOH, se identific6 una banda de aproximadamente 17 kDa. Mientras que para la
histona H4 se incubo con el anticuerpo anti H4COOH el cual reconocié una proteina de
aproximadamente 15 kDa. Por lo que estos resultados indicaban que los protocolos
empleados tanto para trofozoitos como para quistes nos permitieron recuperar proteinas

basicas entre las que se encontraban las histonas de E. invadens.

Trofozoitos Quistes
x> x> >
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Figura 9. Extraccion acida de proteinas totales basicas de trofozoitos y quistes de E. invadens e identificacion de las
histonas H3 y H4 mediante WB. A) Patron de proteinas nucleares basicas de trofozoitos y D) Patrén de proteinas totales
béasicas de quistes de E. invadens. En ambos casos las proteinas se obtuvieron mediante extraccién con HCI y fueron
resueltas en geles SDS-PAGE al 18% los cuales fueron tefiidos con Azul de Coomassie. B) WB utilizando los anticuerpos
dirigidos al extremo COOH tanto de la histona H3 como de la histona H4 en proteinas nucleares béasicas de trofozoitos de E.
invadens y D) en proteinas totales béasicas de quistes de E. invadens. Estos anticuerpos identificaron 2 bandas, una de 17
kDa que corresponde a la histona H3 y otra de 15 kDa que corresponde a la histona H4 en ambas fases del parasito.

60



7.3 Identificacion de modificaciones post — traduccionales de las histonas en

trofozoitos y quistes de E. invadens.
Como se menciond en la introduccion, la histona H4 de E. invadens presenta inserciones
en su secuencia en el extremo NH; terminal, sin embargo, a pesar de la presencia de estas
inserciones, conserva residuos clasicos de modificaciones post — tradicionales como se
muestra en la figura 10. Entre las PTMs que se han reportado que ocurren en el extremo
NH: de la histona H4 se encuentran la acetilacion de los residuos de lisina 5, 8, 12y 16, asi
como la monometilacion de la arginina 3 (H4R3mel). Todas esas PTMs asociadas a
activacion transcripcional; asi como la trimetilacion de la lisina 20 (H4K20me3) la cual es
una PTM relacionada con represion transcripcional (Jorgensen S. et al., 2013). Esto nos
llevé pensar que probablemente podiamos identificar estas PTMs utilizando anticuerpos
comerciales, debido a que al realizar el alineamiento entre el péptido reportado por el
fabricante y la secuencia de la histona H4 de E. invadens, existia una alta probabilidad de
que las PTMs fueran reconocidas, como se muestra en la figura 10. Es por ello que
empleamos el anticuerpo anti-histona H4 pan — acetilada que reconoce las acetilaciones en
los residuos de lisina (K) 5, 8, 12 y 16, asi como el anticuerpo especifico para identificar la
monometilacion de la R3 de la histona H4 mediante ensayos de WB a partir de las
preparaciones obtenidas previamente para trofozoitos y quistes.

A)

H4E.invadens MSGRGKGGKGVVLGKGSKGAKGSKGGKRIRTKPGQODALKGITKPAIRRLARRGG
H4pan-acetilada -AG-GKGGKG--MGKV--GAKR
* kxkikikt * % **

B)

H4E.invadens MATDTGSGRGKGGKGVVLGKGSKGAKGSKGGKRIRTKPGQODALKGITKPAIRRLARRGG
H4R3mel = ==-—- SGRGKGGKGLGK

EEE RS S E

Figura 10. La histona H4 de E. invadens conserva residuos clasicos de modificaciones post — traduccionales. A)
Alineamiento de la secuencia NH, terminal de la histona H4 de E. invadens con la secuencia del péptido del anticuerpo anti
histona H4 pan—acetilada K5, K8, K12 y K16. En color rojo se indican los residuos conservados de K 5, 8, 12 y 16 mientras
que en color verde se muestran los residuos de K acetilados en el péptido empleado para la obtencion del anticuerpo. B)
Alineamiento de la secuencia NH,-terminal de la histona H4 de E. invadens con la secuencia del péptido del anticuerpo anti
H4R3mel. En color azul se muestra el residuo de R presente en la histona H4 de E. invadens mientras que en verde se indica
el residuo de R metilado en el péptido empleado para la obtencion del anticuerpo. Todos los alineamientos se realizaron
utilizando la herramienta Clustal W (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Como se aprecia en la figura 11, cuando la membrana que contenia a las proteinas béasicas
de trofozoitos y quistes de E. invadens se incubd con el anticuerpo dirigido al extremo
COOH de la histona H4 se observ6 una banda de aproximadamente 15 kDa en trofozoitos
y quistes; lo que nos confirmaba la presencia de esta histona en ambos extractos acidos.
Al incubar la misma membrana con el anticuerpo anti histona H4 pan — acetilada, este
reconocié una banda de aproximadamente 15 kDa tanto en trofozoitos como en quistes, lo

gue nos sugeria que el extremo NH; terminal de la histona H4 de E. invadens se encuentra
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acetilado en alguna o en varias de las K ubicadas en las posiciones 5, 8, 12 y 16 tanto en

trofozoitos como en los quistes de E. invadens.

Debido a que el anticuerpo anti histona H4 pan — acetilada es capaz de dar una sefal
positiva al reconocer ya sea solamente una, dos, tres o las cuatro lisinas acetiladas y con
el proposito de identificar de manera mas precisa una de ellas, se realizé el ensayo de WB
utilizando un anticuerpo comercial que reconoce Unicamente la acetilacion en la K12
(H4K12ac). Nuevamente el uso de este anticuerpo detecté una banda de 15 kDa tanto en
extractos de trofozoitos como de quistes lo que nos indica que la K12 se encuentra acetilada

en ambas fases del parasito (figura 11A y 11B).

Como se comentd previamente, otra modificacibn asociada a estados de activacion
transcripcional que también ocurre en el extremo NH. terminal de la histona H4 en
eucariontes es la monometilaciéon de la arginina 3 de la histona H4 (H4R3mel) (Jahan Sy
Davie J, 2015) cuyo anticuerpo al realizar los ensayos de WB fue capaz de reconocer esta
PTM tanto en trofozoitos como en quistes de E. invadens (figura 11Ay 11B).

Si bien se ha demostrado que existen PTMs asociadas a activacion transcripcional en la
histona H4, también se ha descrito en eucariontes la presencia de una PTM asociada a
estados de represion transcripcional como es la trimetilacion de la lisina 20 de la histona H4
(H4K20me3) (Jorgensen S. et al., 2013). Por esta razén se procedid a realizar un ensayo
de WB utilizando un anticuerpo comercial dirigido contra esta marca epigenética. Como se
observa en la figura 11 A y B, no se obtuvo una banda en trofozoitos ni en quistes.
Descartamos que la ausencia de sefial se debiera a un problema de los extractos ya que
todos los ensayos de WB previamente hechos se habian realizaron con los mismos
extractos. También se elimind la posibilidad de que fuera un problema del anticuerpo ya
que se realizdé el WB utilizando histonas comerciales de timo de ternera en donde si se
observa la banda del peso molecular esperado (Figura 11 C). Por lo que todos estos
resultados nos sugieren que la H4K20me3 es una marca epigenética que no se encuentra

presente en ninguna fase de E. invadens.

Hasta este punto y tomando en cuenta todos los resultados que habiamos obtenido en los
ensayos de WB, éstos nos sugieren que en el extremo NH; terminal de la histona H4 de E.
invadens ocurren PTMs asociadas a activacion transcripcional como es la acetilacion en las

posiciones de K5, 8, 12 y 16, asi como la H4R3mel, tanto en trofozoitos como en quistes,
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y que todas estas PTMs se encuentran presentes tanto en trofozoitos como en quistes de

E. invadens.
Trofozoitos Quistes Histonas
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Figura 11. Los trofozoitos y quistes de E. invadens presentan las mismas modificaciones post —traduccionales en el
extremo NH, de la histona H4. A) Ensayos de WB realizados en extractos nucleares de trofozoitos y B) quistes de E.
invadens. En ambos casos se utilizé6 como control para detectar la presencia de la histona H4 el anticuerpo contra el extremo
COOH de esta proteina. La identificacion de las PTMs que ocurren en el extremo NH, terminal de la histona H4 de E. invadens
se determinaron mediante el uso de anticuerpos comerciales tales como: histona H4 pan — acetilada, la H4K12ac, H4R3mel.
En todos los casos los anticuerpos identificaron una banda de aproximadamente 15 kDa tanto en extractos de trofozoitos
como de quistes. Mientras que al utilizar el H4K20me3 no se observé ninguna banda. C) WB utilizando el anticuerpo dirigido
contra H4K20me3 sobre histonas de timo de ternera el cual permitié validar el uso de este anticuerpo (control positivo).

7.4 Arquitectura nuclear en trofozoitos y quistes de E. invadens.
Si bien, hasta este momento y de acuerdo a los anticuerpos empleados previamente no se
encontraron marcas epigenéticas diferenciales entre trofozoitos y quistes, por lo que
pensamos que probablemente las diferencias podrian estar a nivel de su localizacién dentro
del nucleo. Es por esta razon que se utilizaron los mismos anticuerpos para determinar si
todas las PTMs previamente identificadas se encontraban distribuidas de igual manera
dentro del nucleo de trofozoitos y quistes, o bien si la localizacion de éstas se modificaba

en la fase de trofozoito en comparacion con la fase de quiste en E. invadens.

Para lo cual, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia (IFA) utilizando los anticuerpos
previamente empleados en los ensayos de WB. Inicialmente empleamos el anticuerpo
dirigido contra la histona H4 pan-acetilada tanto en trofozoitos como en quistes de E.
invadens. En la figura 12 se muestra el resultado obtenido en trofozoitos de E. invadens en

donde la sefial en rojo corresponde a la histona H4 pan—acetilada y en azul se muestran
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los nucleos tefiidos con DAPI. Al hacer el empalme de ambas sefiales se observa una
coloracién rosa en la mayoria de los nucleos (Figura 12 A y B). Ademas, al hacer un
acercamiento mas detallado de una sola célula, se observd que la sefial se encuentra

distribuida en todo el nacleo excepto en la regiéon de la periferia nuclear (Figura 12C).

El mismo ensayo de IF se realizé en quistes de E. invadens con diferente grado de madurez,
lo cual esta determinado por el nUmero de nucleos que van desde 1 hasta 4 que es el grado
maximo de madurez. En la figura 13 se muestra el resultado de este ensayo en donde la
sefal en rojo corresponde a la histona H4 pan — acetilada y en azul se muestran los nucleos
tefiidos con DAPI. Al hacer el empalme de ambas sefiales se observa una coloracién rosa
localizada en la regién de la periferia nuclear en los quistes menos maduros y esta sefial se
va intensificando hasta abarcar practicamente todo el nlcleo excepto en la regién central,

obteniéndose una estructura tipo “dona” en los quistes maduros.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos con el anticuerpo anti histona H4 pan —
acetilada tanto en trofozoitos como en quistes, estos nos sugieren que existe una
localizacién diferencial de la histona H4 pan—acetilada dependiendo de la fase del parasito,
es decir, la marca se distribuye en todo el nucleo en trofozoitos excepto en la regién de la
periferia nuclear y en el caso de los quistes en todo el nlcleo excepto en la regién central
(Figura 14)

Con la finalidad de conocer si todas las marcas de activacion transcripcional se localizaban
en los mismos sitios dentro del nicleo independientemente de que fueran acetilacion de K
o metilacion de R, se realizaron los ensayos de IF utilizando el anticuerpo H4R3mel tanto

en los trofozoitos como en los quistes de E. invadens.

En la figura 15 se muestra el resultado obtenido para los trofozoitos de E. invadens en
donde la sefial roja corresponde a la H4R3mel y en azul se muestran los nucleos tefiidos
con DAPI. Al hacer el empalme de ambas sefiales se observa una coloracion rosa en la
mayoria de los nucleos (Figura 15 A y B). Al hacer un acercamiento mas detallado de una
sola célula, se observo que la marca se encuentra distribuida en todo el nucleo incluyendo

algunas regiones de la periferia nuclear (Figura 15 C).
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A) DAPI H4 pan - acetilada

H4 pan —
acetilada

Figura 12. La histona H4 pan — acetilada se encuentra distribuida en todo el nlcleo excepto en la region de la periferia nuclear en trofozoitos de E. invadens. Ensayo de
inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti histona H4 pan — acetilada. A) En azul se muestran los nucleos tefiidos con DAPI y en rojo la sefial correspondiente al anticuerpo anti
histona H4 pan-acetilada con un aumento de 40X y B) con un aumento de 60X. C) Aumento de 300X de una célula, Las sefiales positivas que se ubican dentro del ntcleo y se observan
en color rosa.
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H4 pan -
DIC DAPI acetilada MERGE DIC + MERGE

Figura 13. La histona H4 pan - acetilada se encuentra distribuida en todo el ndcleo excepto en la regién central del nicleo en quistes de E. invadens. Ensayo de
inmunofluorescia en quistes de E. invadens; en color azul se muestran los nucleos tefiidos con DAPI los cuales determinan el grado de madurez del quiste, y en color rojo la sefial
correspondiente al anticuerpo anti histona H4 pan - acetilada, todas con un aumento de 300X. Las sefiales positivas se ubican dentro del niicleo y se observan en color rosa.
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Trofozoitos Quistes

Figura 14. Comparacion de lalocalizacién de la histona H4 pan — acetilada dentro del ntcleo de trofozoitos y quistes
de E. invadens. En el caso de los trofozoitos la marca se encuentra distribuida en todo el niicleo excepto en la regién de la
periferia nuclear, mientras que en los quistes la marca se localiza todo el nlcleo excepto en la regién central.

Al realizar este mismo ensayo de IF en quistes de E. invadens con diferente grado de
madurez, encontramos que la sefal roja correspondiente a la H4R3mel, al igual que la
sefal obtenida para la histona H4 pan — acetilada, se encuentra presente desde los quistes
menos maduros que ésta se va enriqueciendo conforme el quiste va madurando hasta
abarcar practicamente todo el nicleo excepto la regién central como se muestra en la figura
16.

Finalmente, al hacer un comparativo de la localizacion de las marcas de activacion
transcripcional identificadas en trofozoitos y quistes de E. invadens, los resultados nos
sugieren que existe una localizacion diferencial de estas marcas epigenéticas entre ambas
fases del parasito, encontrandose distribuidas en todo el nucleo en la fase de trofozoitos
mientras que en la fase de quiste se ubican en todo el nicleo excepto en la region central
del nucleo (Figura 17). Ademas, en el caso de los quistes, la localizacion de estas PTMs en
el nucleo difiere de lo que ha sido reportado en eucariontes, en donde por ejemplo la histona
H4 pan — acetilada en Plasmodium falciparum se localiza Gnicamente en regiones centrales
del nucleo (Freitas-Junior LH. et al., 2005), lo que nos estaria sugiriendo que en el caso de
los quistes de E. invadens presentan una arquitectura nuclear inversa a lo ya reportado
previamente en la literatura y que si bien todas las marcas de activacion estudiadas en este
trabajo estan presentes en ambas fases del parasito su distribucion en el trofozoitos y

quistes son inversas.
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A) DAPI H4R3me1 MERGE

B) DIC DAPI H4R3me1 MERGE DIC + MERGE

Figura 15. La H4R3mel se encuentra distribuida en todo el ndcleo y en la periferia nuclear en trofozoitos de E. invadens. Ensayo de inmunofluorescencia en trofozoitos de E.
invadens utilizando el anticuerpo anti H4R3mel. A) En azul se muestran los nicleos tefiidos con DAPI y en rojo la sefial correspondiente al anticuerpo anti H4R3mel con un aumento
de 40Xy B) con un aumento de 100X. C) Aumento de 300X de una célula, Las sefiales positivas que se ubican dentro del nicleo y se observan en color rosa.
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DIC DAPI H4R3me1 MERGE DIC + MERGE

Figura 16. La H4R3mel se encuentra distribuida en todo el nlcleo excepto en laregion central del nlcleo en quistes de E. invadens. Ensayo de inmunofluorescencia en quistes
de E. invadens; en color azul se muestran los nicleos tefiidos con DAPI los cuales determinan el grado de madurez del quiste, y en color rojo la sefial correspondiente al anticuerpo anti
H4R3mel, todas con un aumento de 400X. Las sefiales positivas se ubican dentro del ndcleo y se observan en color rosa.



Trofozoitos Quistes

Figura 17. Comparacion de la localizacion de las marcas de activacion transcripcional como son la histona H4 pan —
acetilada y H4R3mel dentro del nucleo de trofozoitos y quistes de E. invadens. En el caso de los trofozoitos estas
marcas de activacion transcripcional se encuentran distribuidas en todo el nucleo, mientras que en el caso de los quistes
estas marcas epigenéticas se localizan todo el nlcleo excepto en la regién central.

7.5 Identificacion de modificaciones post — traduccionales de las histonas en
trofozoitos de E. histolytica.
Los resultados mostrados anteriormente nos indicaban la presencia de modificaciones
post—traduccionales de las histonas en ambas fases del parasito asi como una localizacion
diferencial de las mismas entre trofozoitos y quistes de E. invadens, por lo que entonces
quisimos saber si los resultados obtenidos, al menos en trofozoitos de E. invadens podrian
ser extrapolados a trofozoitos de E. histolytica el cual es el parasito de importancia clinica

para el humano.

Como se puede observar en la figura 18 el extremo NH- terminal de la histona H4 entre E.
invadens y E. histolytica esta altamente conservado entre ellas, por lo que esto sugiere que
las modificaciones post — traduccionales de las histonas identificadas en las histonas de E.

invadens deben existir en el extremo NH de la histona H4 de E. histolytica.

70



H4E.histolytica MSGRGKGGKGVTLGKGSKGAKASKGGKRIRTKT-QQDALKGITKPAIRRLARRGG
H4E.invadens MSGRGKGGKGVVLGKGSKGAKGSKGGKRIRTKPGQQDALKGITKPAIRRLARRGG
H4pan-acetilada -AG-GKGGKG—--MGKV--GAKR
* * ok ok k ko * * *%
H4E.histolytica MATDTGSGRGKGGKGVTLGKGSKGAKASKGGKRIRTKT-QQDALKGITKPAIRRLARRGG
H4E.invadens MATDTGSGRGKGGKGVVLGKGSKGAKGSKGGKRIRTKPGQODALKGITKPAIRRLARRGG
H4R3mel = - SGRGKGGKGLGK
XA RXERTEE

Figura 18. La histona H4 de E. histolytica conserva residuos clasicos de modificaciones post — traduccionales. A)
Alineamiento de la secuencia NHp-terminal de la histona H4 de E. invadens y E. histolytica con la secuencia del péptido del
anticuerpo anti histona H4 pan-acetilada K5, K8, K12 y K16. En color rojo se indican los residuos conservados de K 5, 8, 12
y 16 mientras que en color verde se indican los residuos de K acetilados en el péptido del anticuerpo. B) Alineamiento de la
secuencia NH,-terminal de la histona H4 de E. invadens con la secuencia del péptido del anticuerpo anti H4R3mel. En color
azul se muestra el residuo de R presente en la histona H4 de E. invadens mientras que en verde se encuentra el residuo
metilado de R. Todos los alineamientos se realizaron utilizando la  herramienta  Clustal W
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Para corroborar esto, se realizé la extraccién acida de proteinas nucleares de trofozoitos
de E. histolytica entre las cuales se encuentran las histonas. Esta preparacién se analizé
en un gel SDS-PAGE al 18%. En la figura 19A se observa que hay un enriguecimiento en
la fraccién que comprende de los 10 a los 20 kDa, lo que nos sugeria que probablemente
en esta region se encontraban presentes las histonas de E. histolytica. Para demostrarlo,
se realizaron ensayos de WB utilizando anticuerpos comerciales que reconocen al extremo
COOH-terminal de la histona H3 y H4. Para el caso de la histona H3 se observé una sefial
de aproximadamente 17 kDa y para el caso de la histona H4 el anticuerpo identifico una
proteina de aproximadamente 15 kDa. Como control positivo para ambos anticuerpos estos
fueron incubados con histonas de timo de ternera, los cuales como se esperaba
reconocieron una banda de 15 kDa para la histona H3 y otra de 11 kDa para la histona H4.
Todos estos datos indican que efectivamente en esta preparacién nuclear de proteinas
basicas se encuentran las histonas de este pardasito. Para corroborar que esta preparacion
contenia no solamente a la histona H3 y H4 de E. histolytica sino también a las histonas
H2A y H2B, de las cuales no contabamos en el laboratorio con anticuerpos comerciales que
permitieran su deteccién por WB, procedimos a recuperar a las proteinas que se
encontraban entre el rango de 10 a 17 kDa a partir de un gel SDS — PAGE y estas se
analizaron por espectrometria de masas. Los resultados obtenidos revelaron que
efectivamente la muestra contiene a las histonas H2A, H2B H3 y H4 (Figura 19 B). Todos
estos datos indican que esta preparacion nuclear basica contiene a las cuatro histonas
canonicas, aunque en este analisis no se identifico a ninguna de las variantes de histonas
previamente identificadas en otros eucariontes y protozoarios.
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Figura 19. Las histonas H2A, H2B, H3 y H4 estan presentes en proteinas nucleares basicas de trofozoitos de E.
histolytica. A) Extractos basicos nucleares de trofozoitos de E. histolytica fueron incubados con anticuerpos contra el extremo
COOH de las histonas H3 y H4. Histonas de Bos taurus fueron utilizados como control positivo e incubados con los mismos
anticuerpos. B) Esquema representativo de la obtencion de la muestra de proteinas para su analisis por LC/MS-MS. El
fragmento delimitado por el peso molecular de la histona H3 y H4 que abarca de los 15 a los 17 kDa, fue cortado de un gel
SDS - PAGE al 18% tefiido con azul de Coomasie. Las bandas contenidas en el fragmento fueron eluidas y concentradas en
una sola banda, la cual fue enviada a su analisis por LC/MS-MS. C) Analisis de los péptidos identificados por LC/MS—-MS. El
andlisis de espectrometria de masas identific6 péptidos correspondientes a la histona H2A, H2B, H3 y H4, los cuales se
encuentran marcados dentro de los rectangulos negros.

Para conocer si las PTMs previamente identificadas para la histona H4 en E. invadens
también se encontraban en trofozoitos de E. histolytica, se realizaron ensayos de WB
utilizando extractos basicos nucleares de trofozoitos. Como se observa en la figura 20, al
incubar estos extractos con el anticuerpo anti — histona H4 pan — acetilada se identifico una
banda de 15 kDa, por lo que este resultado nos indica que la histona H4 de E. histolytica se
encuentra acetilada en alguna o varias de las K ubicadas en las posiciones 5, 8, 12y 16. Al
realizar el ensayo de WB pero ahora utilizando el anticuerpo anti H4R3me1l, también se
observo una banda de aproximadamente 15 kDa, lo que nos esta indicando que esta PTM
también se encuentra presente en la histona H4 de E. histolytica. Estos resultados en
conjunto nos indican que, al igual que ocurre en la histona H4 de E. invadens, en la histona
H4 de E. histolytica también existen estas PTMs asociadas a activacion transcripcional.
Para saber si en E. histolytica se encontraba presente una PTM asociada a estados de
represion transcripcional como es la trimetilaciéon de la lisina 20 de la histona H4
(H4K20me3), se realiz6 el ensayo de WB utilizando un anticuerpo comercial dirigido contra
esta marca epigenética, en donde al igual que lo observado en E. invadens, esta marca no
se identifico en E. histolytica. Como control positivo se utilizaron histonas comerciales de
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timo de ternera en donde se observan las bandas de aproximadamente 11 kDa para todos
los anticuerpos utilizados. En conclusion, estos resultados nos indican que el extremo
amino de la histona H4 de E. histolytica presenta marcas epigeneticas asociadas con
actividad transcripcional pero ninguna modificacion postraduccional previamente
relacionada con represién transcripcional, de la misma manera como lo habiamos
encontrado en los trofozoitos de E. invadens.

E. histolytica Bos taurus
o o
Cod N ] 2 A Chd
. ] 6‘° o < o
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—100—
— 70 -
_ 55—
_ 40}
_ 35
— 25 _
- ]
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Figura 20. Identificacion de modificaciones post — traduccionales de la histona H4 de trofozoitos de E. histolytica.
Ensayos de WB en extractos nucleares acidos de trofozoitos de E. histolytica utilizando anticuerpos comerciales dirigidos
hacia la histona H4 pan — acetilada, la H4R3mel y la H4K20me3, en donde los dos primeros anticuerpos mencionados
identificaron una banda de aproximadamente 15 kDa, mientras que al utilizar el H4K20me3 no se observé ninguna banda.
Como control positivo se utilizaron histonas de timo de ternera, las cuales permitieron validar la funcionalidad de los 3
anticuerpos empleados.

7.6 Localizacibn de marcas epigenéticas de activaciéon y represion

transcripcional en trofozoitos de E. histolytica.
La acetilacion de lisinas 5, 8, 12 y 16 asi como la metilacion de la arginina 3 en la histona
H4 es una marca epigenética asociada a actividad transcripcional. Con la finalidad de
conocer si las marcas epigenéticas previamente identificadas en E. histolytica ocupaban
diferentes regiones dentro del ndcleo se llevaron a cabo ensayos de
inmunofluorescencia. Inicialmente las inmunofluorescencias fueron realizadas con el
anticuerpo que reconoce a la histona H4 pan acetilada. En la figura 21 A se observa que
practicamente todos los trofozoitos presentan esta sefial y al hacer el empalme con el DAPI
encontramos que esta se ubica en el nacleo de todos los trofozoitos. Una amplificacion de
esta imagen (300X) indica que las lisinas acetiladas de la histona H4 se encuentra
distribuidas en todo el nicleo. Posteriormente y para saber si cada una de las lisinas que
identifica el anticuerpo pan-acetilado (K5, K8, K12, K16) ocupa un lugar especifico en el
nucleo de tal manera que la sefial observada sea la suma de cada una de ellas, se realizé

un ensayo de inmunofluorescencia empleando al anticuerpo que reconoce de manera
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especifica a la acetilacion de la K12 de la histona H4. Nuevamente encontramos que la
sefal de la K12 de la histona H4 acetilada es mas puntiforme pero que al igual que el
anticuerpo H4 pan-acetilado se encuentra en todo el nucleo. Finalmente, quisimos
averiguar si la otra marca epigenética identificada por WB como es la H4R3mel, la cual
esta asociada a activacién transcripcional también se distribuia en todo el nicleo o se
excluia de las lisinas acetiladas, se realizaron ensayos de IF. La sefial que se obtuvo con
este anticuerpo se encuentra en todos los ndcleos y a una mayor resoluciéon (300X) se
aprecia su distribucion en todo el nucleo. Todos estos datos sugieren que las marcas de
activacion identificadas en la histona H4 se encuentran distribuidas en todo el nucleo de E.
histolytica independientemente de que sea acetilacion de K o metilacion de R.

Debido a que los ensayos de WB realizados con el anticuerpo H4K20me3 no dio ninguna
sefial y como la presencia de esta marca esta asociada con formacion de heterocromatina
telomérica, no pudimos emplear este anticuerpo para identificar en que region del nucleo
se encuentra ubicada la heterocromatina de E. histolytica. Por esta razén y tomando en
cuenta que la metilacién de las histonas y la metilacion del DNA son mecanismos que
actian de manera concertada, y considerando que previamente se habia demostrado la
presencia de metilacion del DNA de en este parasito (Fisher O. et al., 2004) es que nosotros
decidimos utilizar un anticuerpo que reconoce a la citosina metilada (anti-5 metil citosina)
para gue mediante ensayos de IF, de manera indirecta se pudieran localizar las regiones
de heterocromatina. Como se muestra en la figura 21 A, nuestros datos indican que en la
mayoria de los trofozoitos se encuentra esta marca y al realizar el empalme con el DAPI se
observé que se encuentra presente en el ndcleo. La amplificacion de algunas de estas
sefales (300X) provenientes de tres experimentos independientes indican que el DNA
metilado se encuentra distribuido en todo el nucleo. Con el propésito de establecer si las
marcas de eucromatina (histona H4 pan-acetilada) y la metilacion del DNA co-localizan, se
llevaron a cabo ensayos de inmunofluorescencia con el anticuerpo anti- histona H4 pan-
acetilada y la 5-metil-citosina (Figura 21 B). El resultado de la inmunofluorescencia nos
indica que las marcas de activacion y de represién transcripcional convergen por lo que

todos estos datos indican que el nucleo de E. histolytica no estd compartamentalizado.

Si comparamos los resultados de identificacion y localizacion de marcas epigenéticas
asociadas a activacion transcripcional como son la histona H4 pan — acetilada asi como la

H4R3mel tanto para trofozoitos de E. invadens como de E. histolytica podemos observar
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gque tanto la presencia de estas PTMs como la localizacién nuclear de las mismas se
encuentran de manera similar en ambas especies, o que nos estaria sugiriendo que los
datos que se obtengan con el empleo de E. invadens como modelo de estudio, pueden ser

extrapolados a E. histolytica, el cual es el parasito de importancia en salud publica.
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S5-metil - H4 pan -
citosina acetilada

MERGE MERGE + DAPI DIC

Figura 21. Localizacion nuclear de marcas epigenéticas de activaciéon y represion transcripcional en trofozoitos de
E. histolytica. A) Ensayos de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos contra marcas epigenéticas asociadas a activacion
transcripcional (anti histona H4 pan — acetilada, anti- H4K12ac, anti H4R3mel) y de represion transcripcional (5 — metil —
citosina). En azul se muestran los nucleos tefiidos con DAPI y en rojo la sefial correspondiente los anticuerpos anti histona
H4 pan — acetilada, anti- H4K12ac, anti H4R3mel, mientras que en verde la sefial para la 5 — metil — citosina. B) Ensayo de
doble inmunofluorescia utilizando los anticuerpos anti histona H4 pan — acetilada (rojo) y 5 — metil — citosina (verde), mientras
que los nicleos se muestra en azul. en todos los casos las células se observan en aumentos de 60X y 300X.

7.7 Identificacion y localizacién de dos cuerpos nucleares: nucléolo y speckles

en trofozoitos de E. histolytica.
Estudios encaminados a averiguar como el nucleo se encuentra fisica y funcionalmente
organizado ha revelado que se encuentra muy organizado y es altamente dinamico. Una
caracteristica prominente del paisaje nuclear es la habilidad para contener una variedad de
organelos subnucleares discretos, colectivamente referidos como cuerpos nucleares. Los
cuerpos nucleares espacialmente compartamentalizan el medio ambiente nuclear y crean
distintos sitios en donde se concentran proteinas y RNAs que hacen mas eficientes algunos
procesos biolégicos como la replicacion, la reparacién del DNA y la maduracién de los

mensajeros entre otros.
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Con la finalidad de determinar si en el ndcleo de E. histolytica también existen cuerpos
nucleares nosotros empleamos dos anticuerpos: uno de ellos dirigido para la fibrilarina (el
cual fue proporcionado por el Dr. Miguel Angel Vargas Mejia), y el otro contra la nucleolina,
ambas proteinas especificas del nucléolo. Como primer paso, se realizé un ensayo de WB
utilizando extractos totales de trofozoitos de E. histolytica con el anticuerpo anti-fibrilarina
para validar este anticuerpo, el cual identificd una proteina de aproximadamente 37 kDa

cuyo tamafo era el esperado (Figura 22 A).

En base a este resultado ambos anticuerpos fueron empleado para hacer ensayos de IF.
En la figura 22 B y 22 C se muestra que tanto el anticuerpo contra la nucleolina asi como
contra la fibrilarina dan tres tipos de sefiales. Una de ellas se identifico en el 50% de 100
células en el que se aprecia que la fibrilarina y la nucleolina practicamente se encuentran
en la periferia del nucleo. La segunda sefial se localiza en ambos polos del nicleo en el
35% de los trofozoitos y en la tercera las proteinas se ubican en un solo lado del nucleo en
el 15% de los parasitos. En el caso de la nucleolina ademas de que su sefial siempre
colocaliza con la fibrilarina, también se aprecian sefiales adicionales y esto se debe a que
esta proteina en organismos eucariontes no solo es un constituyente del nucléolo sino que
en el ndcleo lleva a cabo otras funciones (Mongelard F y Bouvet P, 2007; Tajrishi MM. et
al., 2011). El sobrelapamiento de la sefial para ambas proteinas (nucleolina y fibrilarina)
corroboran la existencia de un nucléolo presente en la periferia del nacleo de E. histolytica

y ademas observamos dos tipos de sefiales no descritas previamente (Figura 22 C).

Para demostrar que el nucléolo se encuentra en la periferia nuclear se empled el anticuerpo
anti-lamina B1 de humano, el cual permite deliminar la membrana nuclear. Primeramente,
decidimos averiguar si este anticuerpo reconocia a una proteina lamina-like en extractos
nucleares de E. histolytica mediante ensayos de WB. El anticuerpo anti-lamina B1 de
humano, reconocio una proteina de aproximadamente 80 kDa en extractos nucleares de E.
histolytica (Figura 22 D), lo que de manera importante sugiere que existe una proteina
lamina-B-like en amiba. Con este anticuerpo se realizaron ensayos de IF y como se aprecia
en la figura 22 F, da una sefial que se encuentra sobre toda la periferia del ntcleo que al
sobreponerla con la imagen de los nucleos tefiidos con DAPI nos permite delimitar muy bien
el nacleo del citoplasma. Por ultimo, se realizaron ensayos de co-localizacion con el

anticuerpo anti — lamina B1 y fibrilarina y encontramos que ambas sefiales colocalizan en
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la periferia de los nucleos de los trofozoitos de E. histolytica corroborando que el nucléolo

tiene una localizacién perinuclear en este parasito (Figura 22 G).
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D Fibrilarina Nucleolina MERGE MERGE + DAPI DIC
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Figura 22. El nucléolo en E. histolytica se encuentra localizado en la periferia nuclear. A) Ensayo de WB en extractos
totales de trofozoitos de E. histolytica utilizando el anticuerpo anti — fibrilarina en donde se observa una banda de
aproximadamente 35 kDa. B) Ensayo de IF utilizando el anticuerpo anti fibrilarina cuya sefial se muestra en verde y los nacleos
teflidos con DAPI. Se observaron 3 patrones de localizacion de esta proteina: uno de ellos en la region de la periferia nuclear,
otro de ellos Unicamente en un extremo del nicleo y el Ultimo en dos polos del ndcleo. C) Ensayo de inmunofluorescencia
utilizando el anticuerpo anti nucleolina (rojo) el cual también muestra los tres distintos patrones de distribucion observados
previamente al utilizar el anticuerpo anti fibrilarina. D) Ensayo de inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos anti fibrilarina
(verde) y anti nucleolina (rojo), el cual nos muestra que ambas proteinas co-localizan (amarillo). E) Ensayo de WB en extractos
totales de trofozoitos de E. histolytica utilizando el anticuerpo anti — lamina B1 en donde se observa una banda de
aproximadamente 80 kDa. F) Ensayo de inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti lamina B1 (rojo) el cual delimita la
periferia nuclear. En todos los ensayos de IF los nucleos fueron tefiidos con DAPI y se observan en color azul y las células
se observan en aumentos de 60X y 300X.
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Con el propésito de identificar otro cuerpo nuclear no membranoso comin en muchos
organismos eucariontes como son los speckles, los cuales participan en el splicing y
procesamiento del RNA mensajero (RNAm), decidimos utilizar una de las proteinas
especificas de este organelo como son las proteinas del procesamiento del RNA (PRP). La
proteina PRP6 de E. histolytica fue descrita por el grupo del Dr. Miguel Angel Vargas Mejia
(Hernandez—Rivas R. et al., 2000) por lo que se utilizd el anticuerpo contra esta proteina
para llevar acabo ensayos de WB en extractos totales de E. histolytica. El anticuerpos anti-
PRP6 reconocio una proteina de aproximadamente 105 kDa como habia sido descrito
previamente (Figura 23 A) También se realizaron ensayos de inmunofluorescencia con este
anticuerpo en donde la sefial en forma de estructuras puntiformes se encuentra en todos los
nucleos de los trofozoitos. Sin embargo, la amplificacién de algunas de estas imagenes
mostro que esta proteina presenta tres tipos de sefiales. Una de ellas se observa en el
interior del nucleo, asi como en la periferia, otra se encuentra solo en el interior del nicleo

y finamente la tercera se aprecia solo en la periferia (Figura 23 B).

Con la finalidad de demostrar que efectivamente la sefial se encontraba tanto en el interior,
asi como en la periferia del nudcleo, pero no en el citoplasma se realiz6 otra
inmunofluorescencia empleando los anticuerpos anti-PRP6 y lamina B1. El resultado indica
gue efectivamente la sefial de PRP6 se encuentra tanto en el interior como en la periferia

del nucleo (Figura 23 C).

Finalmente, con el objetivo de establecer si el nucléolo y los speckles ocupan diferentes
sitios dentro del ndcleo se realizaron ensayos de inmunofluorescencia empleando al
anticuerpo anti-PRP6 y anti — nucleolina. Como podemas apreciar en las figuras 23 D, 23
E y 23 F se muestra que cada sefial ocupa un lugar distinto dentro del ntcleo por lo que
entonces hasta este punto y tomando en cuenta lodos estos datos podemaos decir que en
el nacleo de los trofozoitos de E. histolytica existen al menos dos cuerpos nucleares: el
nucléolo y los speckles y que ademas las PTMs identificadas en el nicleo de los trofozoitos
de E. invadens presentan la misma localizacion en los nucleos de E. histolytica. Por lo que
entonces creemos que los datos que obtengamos para los quistes de E. invadens podrian
extrapolarse a los de quistes de E. histolytica. Todo esto refuerza el hecho de usar a E.
invadens como modelo de estudio en procesos que ocurren en E. histolyica como es el

enquistamiento.
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Figura 23. El nucléolo y los speckles estan presentes en el nicleo de E. histolytica. A) Ensayo de WB en extractos
totales de trofozoitos de E. histolytica utilizando el anticuerpo anti — PRP6 en donde se observa una banda de
aproximadamente 105 kDa. B) Ensayo de IF utilizando el anticuerpo anti PRP6 (verde), en donde se observa un patrén
puntiforme distribuido de tres maneras distintas: en la periferia nuclear y en el interior del niicleo, exclusivamente en la periferia
nuclear y inicamente dentro del nacleo. C) Ensayo de inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos anti — lamina B1 (rojo)
y anti — PRP6 (verde) en donde se muestra que PRP6 se localiza en la periferia nuclear (amarillo). D) Ensayo de
inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos anti — PRP6 (verde) y anti nucleolina (rojo). PRP6 se localiza alrededor y dentro
del nacleo, mientras que la nucleolina esta en la periferia nuclear pero también en uno o dos polos del nucleo. Las sefiales
de PRP6 y nucleolina se colocalizan solo cuando PRP6 se distribuye alrededor del nucleo (amarillo). E) Ensayo de
inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos anti — PRP6 (verde) y anti nucleolina (rojo). La sefial PRP6 esta ubicada
principalmente en la periferia nuclear y co-localiza con la nucleolina cuando se distribuye alrededor del nicleo o en uno o
ambos polos del nicleo (amarillo). F) Ensayo de inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos anti — PRP6 (verde) y anti
nucleolina (rojo). PRP6 se encuentra dentro del ndcleo y no co-localiza con la nucleolina que se situa en la periferia nuclear
0 en uno o ambos polos del nicleo. En todos los ensayos de IF los nucleos fueron teflidos con DAPI y se observan en color
azul y las células se observan en aumentos de 60X y 300X.
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7.8 ldentificacién y localizacion de la proteina EIHDAC3 en trofozoitos y

guistes de E. invadens.
Si bien mediante los ensayos de IF se pudo determinar la localizacion diferencial de marcas
epigenéticas asociadas a activacion transcripcional como fue la histona H4 pan — acetilada
y la H4R3mel tanto en trofozoitos como en quistes de E. invadens, hasta ese momento no
se contaba con una marca epigenética asociada a represién transcripcional, ya que la Unica
PTM en la histona H4 asociada a heterocromatina es la H4K20me3 la cual no se detect6
en los ensayos de WB, por lo que era necesario contar con un marcador que nos permitiria

inferir en qué regiones del nucleo se encontraba la heterocromatina.

Entre las marcas epigenéticas asociadas a represion transcripcional, se sabe que la
metilacién del DNA esta asociada a estados de represion transcripcional y previamente se
habia identificado mediante ensayos de inmunoflorescencia que existia la metilacion del
DNA en E. invadens (Harony H. et al., 2006). Se realizaron los ensayos de IFA utilizando al
menos dos anticuerpos distintos para la metilacion del DNA; sin embargo, nunca se obtuvo
una sefial en trofozoitos y quistes de E. invadens, Por lo que entonces nos dimos a la tarea
de identificar otra molécula que también estuviera asociada a la generacion de estados de
represion transcripcional como son las proteinas HDACS, las cuales son las encargadas de

la remocién de los grupos acetilo de las histonas.

Con la finalidad de conocer si estas proteinas se encontraban en el genoma de E. invadens,
se hizo una blsqueda in siico en la base de datos Amoeba DB
(http://amoebadb.org/amoeba/) en donde se identificaron 2 genes con los nimeros de
acceso (EIN_486830 y EIN_096050) que podrian codificar para una HDAC de la Clase I. Al

realizar el alineamiento entre estas 2 proteinas se encontré que son practicamente iguales

ya que presentan una identidad del 87% a nivel de proteina (Figura 24).

En humano se ha establecido que el grupo de las HDACs de la clase | esta conformado por
las HDAC 1, 3, 5y 8, por lo que para saber a cual de ellas pertenecian las dos proteinas
identificadas en E. invadens se realizdé un analisis in silico. Para esto se compararon las
secuencias reportadas para las HDACs de la clase | con las 2 secuencias identificadas en
E. invadens y este andlisis nos indic6 que ambas proteinas son ortélogas de la proteina
HDAC3 de H. sapiens y que presentaban una identidad a nivel de secuencia primaria entre
un 50y 52%. (Figura 25).
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http://amoebadb.org/amoeba/
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*ﬁt*ﬁ*****i:tﬁ*ii**ﬁ*ﬁ***&ﬁ**ﬁ*ﬁi:it*i**ﬁﬁt****ﬁﬁi*: **ﬁ*: -
EIN 486830 IIDRAMEVFQPGAVVMQCGADSLNGDRLGFFNLSIQGHCACMTHVKKEFGVPMILVGGGGY 300
EIN 096050 IIDRAMEVFQPGAVVMQCGADSLNGDRLGFFNLSIQGHCECMKRVKAFGLPMILVGGGGY 299
W e e e s e e v e e ke e o e e e s e e s e e e e e e e o e s e o e e o e e **.:** ﬁ':ﬁ*ﬁﬁ*ﬁﬁ**ﬁ
EIN 486830 TVSNTARCWCYETAAACDLSIPDQIPINDYLEYYVPDMRITIPTSAQMKNCNSRNYCEDI 360
EIN 096050 TVSNTARCWCYETAAACDLTIPDOIPVNDYLEYYVPDLKITIPTSAQMKNCNSRNYCDDI 359
- Ve v e v e e vie e de e e de e e dr e v v Ve o v e e o Ve e o Ve de o e e o Ve e e Ve o o e vie ok e e o e e o Ve e e e o o e ke e o W o
EIN_ 486830 LGKVLSVLDEVGNSNLPIMQFVNPPRRDEHTVDMEIDEDAETYQDACEGFKRDIPMNMDN 420
EIN 096050 LGKVMQVLEEVGNSTLPSLQFKAPPRHDEHTIDMEVDEDMNTFDDAVKGFTRDIPMNMDN 419
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Figura 24. E. invadens posee dos genes que codifican para una HDAC de la Clase |. Alineamiento de las secuencias
EIN_486830 y EIN_096050 identificados en la base de datos AmoebaDB, los cuales en base a la secuencia de su dominio
catalitico se identificd que ambos pertenecen al grupo de las HDACs de la clase .

HsHDAC3 MAKIVAYFYDPDVGNFHYGAGHPMKPHRLALTHSLVLHYGLYKKMIVEFKPYQASQHDMCR |60
EIN_ 4886830 —MIRVENFYDHNVGEFDYGFGHPMKPLRNKLVHHLIMSYGVYQRILNIYKPWRATNEQLEM |S9
EIN_09560S0 -MIRVOQYFYDHNVGEFDYGFGHPMKPLRNKLVHHLIMEYGIYORLNIYKPWRATNEQLEM |S9
. - e shdosd Sk Shkhhhh * R *oo *dk ok 22 sk =2
HsHDAC3 FHSEDYIDFLORVSPIN-—-MOGFIKSLNAFNVG-DDCPVFPGLFEFCSRYTGASLOGATQ |117
EIN_ 486830 FHSKEYIEFLORVIPSKALLPYFRRSLEEFNFIVDDCPVFDGLYPFVQIVVGSTIGCAMK (119
EIN_0960S0 FHSKDYIDFLQRVTPEMAQLQHFRRSLEEFNFT DDCFVFDGLYPFVQTVVGSSLGCAMK i1ise
el s ok hhhhh o H 2R ek ERkdhkhh Sk - - W22 H
HsHDAC3 LNNKICDIAINWAGCGLHHAKKFEASGFCYVNDIVIGILELLKYHPRVLYIDIDIHHGDGVY (177
EIN_486830 INERAADVCINWSGGLHHAKKSQASGFCYINDIVCGIMELLKVHSRVLYIDIDHHHGDGV |179
EIN_0960S0 INERAADVCVNWSGGLHHAKKSQASGFCYINDIVCAILELLKVHSRVLYIDIDHHHGDGV 178
sk s Xz shAhohkhkhhhhdh A b b A b BB 2 2 2 2 Eohhhh * ARk RERhhh AAhhhhh
HsHDAC3 IQEAFYLTDRVMIVSFHKYGNYFFPGIGDMYEVGAESGRYYCLNVPLRDGIDDOSYKHLFQ |237
EIN_486830 EEAFKATNRVMI ISLHKYGDNYFPGIGDVDEVGVEEGKNYSINVPLKDGINDESYHKLYM |239
EIN_0960S0 EEAFKATNRVMTLSLHKYGDNYFPGIGDVDEVGVDEGKNYSINVPLKDGINDDYYHKLFN 238
i Fohkhhhoho b s e drdd o kR . W L A & & B 2 2 8 oo
HsHDAC3 PVINQVVDEYQPTICIVLQCGADSLGCDRLGCEFNLSIRGHGECVEYVKSENIPLLVLGGGG |297
EIN_486830 PIIDRAMEVFOPGAVVMQCGADSLNGDRLGFFNLSIQGHCACMTHVKKEGVPMILVGGGG |299
EIN_0960S0 PIIDRAMEVFQPGKVVHQCGADSLNGDRLGFFNLSIQGHCECMRRVKRFGLPMILVGGGG 298
oo s 23 _ W esR o R Rk hhh Fhhhk R whk s kh s * sk shhhh
HsHDAC3 [YTVRNVARCWIYETSLLVEEAISEELPYSEYFEYFAPDFILHPDVSTRIENQONSRQYLDQ 357
EIN 486830 Y TVSNTARCWCYETARACDLSIPDOIPINDYLEYYVPDMRITIPTSAQMKNCNSRNYCED 359
EIN_0960S0 Y TWVSNIARCWCYETARACDLTIPDOIPVNDYLEYYVPDLKITIPTSAQMKNCNSRNYCDD 3S&
el * ddkhhk Shdk o H ™ s2sWw s S = Tk Fhkdk ok ss

HsHDAC3
EIN_486830
EIN_0960S0

IRQTIFENLKMILNHA--PSVQIHDVPADL-LTYDRTDEADAEFE-RGPEENYSRPEAPNE—- 412
ILGKVLSVLDEVGNSNLPIMOQFVNPPRRDEHTVDMEIDEDAETYQDACEGFKRD-IPMNM 418
ILGKVMQVLEEVGNSTLPSLQFKAPPRHDEHTIDMEVDEDMNTFDDAVKGFTRD—IPMNM 417

s *: - * =

______________ FYDGDHDNDKESDVET—— 428 Identidad con HSHDAC3

DNEDVVKEEFTEPLPIYPKSKLECTESDLKIME 450 v' EIN_096050 52%
DNEDVLKMYTEPLPIFPKSKLECTDKDMKEFE 449 v' EIN_486830 50%

S s T

HsHDAC3
EIN_486830
EIN_0960S0

Figura 25. Las HDACs de la clase | identificadas en E. invadens son ort6logos de la proteina HDAC3 de H. sapiens.
Alineamiento de las secuencias EIN_486830 y EIN_096050 identificadas en la base de datos AmoebaDB como HDACs de la
clase | y la secuencia reportada para HDAC de H. sapiens, las cuales conservan una identidad del 50 al 52% entre las HDAC3
de E. invadens y H. sapiens. En el cuadro negro se indica el dominio catalitico que permite su clasificacion como HDAC de la
Clase I.
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Con el objetivo de conocer si esta identidad del 50 al 52% a nivel de secuencia primaria de
las HDACs de E. invadens respecto a la HDAC3 de H. sapiens era suficiente para adoptar
una estructura terciaria similar a la reportada para la HDAC3, se realizé un modelado por
homologia utilizando como base el cristal reportado para HDAC3 de humano (Sonda S. et
al; 2010) y la prediccion de la estructura terciaria de las dos secuencias de E. invadens.
Como se puede observar en la figura 26, ambas proteinas de E. invadens adoptan o
presentan una estructura terciaria similar a la de HDAC3 de humano, lo que nos sugiere
gue ambas proteinas de E. invadens pueden realizar la actividad de desacetilasa de la

misma manera que la HDAC3 de humano.
A) B)
B HDAC3 H. sapiens B HDACS3 H. sapiens
M EIN_486830 M EIN_096050

Figura 26. Las HDACs de la clase | identificadas en E. invadens adquieren la estructura terciaria similar ala reportada
para HDAC3 de humano. A) Modelado por homologia de las secuencias EIN_486830 y B) EIN_096050 y su comparacion
con la estructura terciaria reportada para la HDAC3 de H. sapiens. En ambos modelos se observa en azul la estructura del
cristal para HDAC3 de humano, mientras que en rojo y rosa se muestra la prediccién de la estructura terciaria para las dos
proteinas HDACs de E. invadens.

Todos estos resultados nos sugerian la existencia de la HDAC3 en E. invadens. Por lo que
entonces primeramente procedimos a demostrar que efectivamente se expresara a nivel de
mRNA como a nivel de proteina. Para ello, se realizaron ensayos de qRT — PCR utilizando
como templado RNA de trofozoitos y quistes de 24 h y ensayos de WB utilizando un
anticuerpo comercial que nos permitiera identificar a la proteina HDAC3 en extractos totales
de trofozoitos y quistes, asi como averiguar si existia alguna diferencia en la expresion de

esta proteina entre ambas fases del ciclo de vida del parasito.

Como se puede observar en la figura 27, al realizar el ensayo de qRT — PCR se observo

gue el gen para HDACS se expresa tanto en trofozoitos y aumenta sus niveles de expresion
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en quistes de 24 h. En el caso del ensayo de WB utilizando el anticuerpo para la HDAC3,
se identificé una banda de aproximadamente 55 kDa tanto en trofozoitos como en quistes,
lo que nos indicaba que esta proteina se expresa en ambas fases del parasito, y tomando
en cuenta que como control de carga se muestra la membrana tefiida con rojo de Ponceu,
el resultado nos sugiere que existe una mayor expresion de esta proteina en la fase de
quiste con respecto a la fase de trofozoito en E. invadens a la cual de aqui en adelante

denominaremos EiHDAC3 — like.
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Figura 27. HDAC3 se expresa mas en la etapa de quiste respecto a la etapa de trofozoito en E. invadens. A) Ensayos
de RT — gPCR para evaluar los niveles de expresion de EIHDAC3 en trofozoitos y quistes de 24 h de E invadens. Los datos
fueron normalizados utilizando como referencia al gen constitutivo EIN_327460. B) WB utilizando el anticuerpo dirigido contra
la proteina HDACS3, el cual identificé una banda de aproximadamente 55 kDa tanto en extractos totales de trofozoitos como
de quistes. Como control de carga se muestra la membrana tefiida con rojo de Ponceau.

Una vez que sabiamos que EiHDACS - like se expresaba en ambas fases de E. invadens,
procedimos a tratar de conocer cual es la localizacion celular de EiIHDAC3 - like en
trofozoitos de E. invadens. Para esto, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia en
trofozoitos de E. invadens utilizando el anticuerpo comercial previamente utilizado en los
ensayos de WB. Como se aprecia en la figura 28 en azul se muestran los nicleos tefiidos
con DAPI y la sefial en rojo corresponde a la proteina EIHDACS3; al hacer el empalme de
ambas sefales se observa una coloracién rosa en la mayoria de los nucleos, lo que nos
indica que la marca se encuentra presente en el nacleo (Figura 28 A). Al hacer un
acercamiento mas detallado de una sola célula, se observé que la marca se encuentra
especificamente en el centro del ndcleo (Figura 28 B). Este resultado difiere de lo que ha
sido encontrado en otros eucariontes en donde estas proteinas al generar estados de
represion transcripcional se encuentran localizadas en la periferia nuclear, mientras que en

el caso de los trofozoitos de E. invadens se localizan en la regién central del nicleo.
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A) DAPI HDAC3 MERGE

B) DIC DAPI HDAC3 MERGE DIC + MERGE

Figura 28. La proteina EIHDAC3 se localiza en la region central del nucleo en trofozoitos de E. invadens. Ensayo de inmunofluorescencia en trofozoitos de E. invadens utilizando
el anticuerpo anti HDAC3 A) En azul se muestran los nicleos tefiidos con DAPI y en rojo la sefial correspondiente al anticuerpo anti HDAC3 con un aumento de 40X y B) con un aumento
de 100 X. C) Aumento de 300X de una célula, Las sefiales positivas que se ubican dentro del nlcleo se observan en color rosa.
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7.9 Impacto de la acetilacion de la histona H4 en el enquistamiento de E.
invadens.

Los resultados de WB realizados en extractos basicos obtenidos a partir de trofozoitos y
quistes de E. invadens nos indicaron que los residuos de K5, 8, 12 y 16 de la histona H4 se
encuentran acetilados en trofozoitos y quistes de E. invadens y que ademas el parasito
expresa una HDAC de la clase | que es la ort6loga de HDAC3 de humano. Ademas, como
se menciond en la introduccién Byers y colaboradores en el 2005, demostraron que la
utilizacion de butirato de sodio, el cual es un inhibidor de las HDACs, tenia un efecto en el
enquistamiento, esto nos estaria indicando la importancia que tiene la acetilacion y

desacetilacion de histonas en el enquistamiento de E. invadens.

Por lo que una manera de estudiar el papel de la acetilacién en diferentes procesos consiste
en utilizar inhibidores de HDACs y uno de los mas utilizados es la tricostatina A (TSA). TSA
inhibe a las HDACs de la clase | y Il a través de su interaccion con el pocket catalitico de la
proteina, asi como su unién al Zinc, el cual es el cofactor que requieren las HDACs de la
clase | y Il para llevar a cabo la desacetilacion del sustrato. Tomando en cuenta que el
parasito posee dos proteinas ortélogas a HDAC3 de humano, la cual se encuentran
clasificada dentro de la clase | de las HDACs y que se sabe que su actividad puede ser

bloqueada con TSA, su uso nos permitiria conocer la funciéon de EIHDAC3 - like.

Con la finalidad de conocer si la TSA interactia con las EIHDAC3 de la misma manera
como lo hace con la HDAC3 de humano, se realiz6 un docking molecular de las estructuras
predichas de EIN_486830 y EIN_096050 asi como de la TSA. Como se observa en la figura
29, ambas EiIHDAC3 de E. invadens poseen aminoacidos presentes en el pocket catalitico
que pueden interaccionar con la TSA y con la molécula de Zinc, lo que conlleva al bloqueo
de la actividad de desacetilasa (Finnin MS. et al.,, 1999; Zhang L. et al., 2018). Estos
resultados nos indican que es posible utilizar a la Tricostatina A para bloquear la actividad

de las EIHDACS3 en el parasito.

Tomando en cuenta lo anterior, se decidid utilizar a la TSA para evaluar el efecto de la
hiperacetilacion en el enquistamiento de E. invadens. Sin embargo, primero era necesario
conocer a qué concentracién podriamos utilizar este reactivo que no fuera téxico para los

trofozoitos. Para ello, se tomaron como base las dosis previamente reportadas en E.
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histolytica cuyos rangos de concentracién van de 50 a 200 nM (Ehrenkaufer G. et al., 2007;
Isakov E., et al, 2008).

Por esta razon, los trofozoitos de E. invadens fueron incubados con TSA en
concentraciones de 50, 100, 150 y 200 nM asi como 45 pL de etanol absoluto, el cual fue
el vehiculo empleado para disolver el TSA, Los trofozoitos se incubaron durante 24 h con
las diferentes concentraciones de TSA y como control se mantuvo un cultivo sin TSA. Una
vez que concluyo el tiempo de incubacién se evalud la viabilidad celular mediante la tincién
con azul de tripano y su actividad metabdlica mediante el ensayo de MTT. En ambos casos
se tomé como el 100% de viabilidad celular y actividad metabdlica los datos obtenidos en
las células que no fueron tratadas con TSA ni con etanol absoluto. Como se muestra en la
figura 30, la presencia del etanol no afecta la viabilidad ni la actividad metabdlica y al utilizar
la dosis de 200 nM se mantiene una viabilidad celular de aproximadamente 90% y ademas
los trofozoitos con esa concentracion de TSA son metabdlicamente activos, por lo que con
este resultado se decidio que para los experimentos posteriores se utilizaria la dosis de 200
nM de TSA.

Una vez que se determind cual era la dosis de TSA que se utilizaria en los experimentos y
con el objetivo de confirmar lo que se ha reportado en la literatura respecto a que el uso de
TSA induce una hiperacetilacion de las histonas, nuevamente se incubaron trofozoitos de
E. invadens con TSA a una concentracion de 200 nM asi como trofozoitos sin TSA durante
24 h. Después de este tiempo se realiz6 la extraccidon acida de proteinas de las células
tratadas y no tratadas con TSA. Los extractos se utilizaron para realizar ensayos de WB
utilizando el anticuerpo anti histona H4 pan — acetilada, en donde como se muestra en la
figura 31, en células no tratadas y tratadas con TSA se identificé la banda de
aproximadamente 15 kDa correspondiente a la histona H4. Ademas se observé que el
tratamiento con TSA induce una hiperacetilacion de la histona H4 en los trofozoitos de E.
invadens (tomando como control de carga a la membrana tefiida con rojo de Ponceu).
Todos estos resultados nos sugieren que al utilizar un inhibidor de las HDACs como es la
TSA, se inhibe la actividad de EIHDAC3 lo que ocasiona una hiperacetilacion de la histona
H4.
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A) EIN_486830 B) EIN_096050

Figura 29. Docking molecular para identificar las interacciones de las dos EiHDAC3 con la TSA. A) Estructura terciaria
del pocket catalitico de EIN_486830 (color rojo) y B) EIN_096050 (color rosa) correspondientes a las dos HDACs de E.
invadens. Se muestra que la TSA es capaz de interaccionar con aminoacidos del pocket catalitico, asi como con el Zinc, lo
que conlleva a una inhibicion de la actividad de desacetilasa.
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Figura 30. La TSA no afecta la viabilidad celular ni la actividad metabdlica de trofozoitos de E. invadens. A) Ensayo
de azul de tripano y B) ensayo de MTT en trofozoitos de E. invadens tratados con TSA a dosis de 50, 100, 150 y 200 nM
durante 24 h. En ambos casos se observa que la dosis mas alta (200 nM) permite mantener la viabilidad celular y la actividad
metabdlica en un 90% de los trofozoitos. Los datos corresponden a 2 experimentos independientes por duplicado.
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Figura 31. TSA induce hiperacetilacién de la histona H4 en trofozoitos de E. invadens. WB utilizando el anticuerpo
dirigido contra la histona H4 pan — acetilada, el cual identificé una banda de aproximadamente 15 kDa en extractos &cidos de
trofozoitos no tratados y tratados con TSA a 200 nM durante 24 h. Como control de carga se muestra la membrana tefiida
con rojo de Ponceau.
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Una vez que se determiné que la TSA inducia una hiperacetilacion de la histona H4, surgio
la pregunta de cual es el impacto de esta hiperacetilacién en el enquistamiento de E.
invadens. Para ello, se realizé la induccién del enquistamiento de trofozoitos de E. invadens
en ausencia y presencia de TSA a 200 nM durante 24 h. Posteriormente, la poblacion total
de células en ambas condiciones fue recuperada y se realizdé una tincién con calcofluor
blanco el cual nos permitié identificar a la poblacién correspondiente a los quistes. Como
se puede observar en la figura 32, en las células tratadas con TSA hubo una disminucién
en el nimero de células positivas a la tincion con calcofluor en comparacién con las células
no tratadas. Ademas, se observan células cuya morfologia sugieren ser trofozoitos o pre —
quistes, los cuales no son tefiidos con el calcofluor (figura 32 A). Para tener datos
cuantitativos del % de la reduccion del enquistamiento en células tratadas con y sin TSA,
se realizaron conteos de 5 campos en donde en cada campo se contaron 100 células en
dos experimentos independientes. Nuestros resultados sugieren que aproximadamente el
70% de las células no tratadas con TSA fueron positivas a la tincion con calcofluor, mientras
gue en el caso de las células tratadas con TSA este % disminuye a un 30% de la poblacion
positiva a la tincion con calcofluor (Figura 32 B) Estos datos nos sugieren que el bloqueo
de la actividad de EIHDAC3 ocasiona la hiperacetilacion de la histona H4 impacta

negativamente en el enquistamiento de E. invadens.
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Figura 32. La hiperacetilacién de la histona H4 impacta en el enquistamiento de E. invadens. A) Trofozoitos de E.
invadens fueron inducidos al enquistamiento in vitro en ausencia (-) o presencia (+) de TSA a una concentracién de 200 nM
durante 24 h. Las células con ambos tratamientos fueron recuperadas y tefiidas con calcofluor blanco y observadas bajo
microscopia confocal. B) Conteo de células positivas a la tincion con calcofluor blanco en ausencia (EtOH) o presencia (+) de
TSA a 200 nM. Los datos corresponden a 2 experimentos independientes por duplicado.
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El impacto de la hiperacetilacion de la histona H4 sobre el enquistamiento nos estaria
sugiriendo que existe una desregulacién de genes asociados a este proceso como son las
moléculas que participan en la formacion de la pared del quiste, asi como de las enzimas
involucradas en la via de sintesis de quitina. Para determinar si estos genes se desregulan
como consecuencia de la inhibicion de la actividad de EIHDACS3, se realizaron ensayos de
RT — gPCR utilizando RNA proveniente de células inducidas al enquistamiento en ausencia
(-) o presencia (+) de TSA a 200 nM. Como se observa en la figura 33, los mMRNA de 5
genes involucrados en la via de la formacion de pared de quitina como son las lectinas
Jacob 1y 2, Jessie 3ay 3b y las quitinasas 1, 2 y 3, asi como enzimas involucradas en la
via de la sintesis de la quitina como son la glucosamina 6 fosfato N — acetiltransferasa
(GNA) asi como las quiton sintasa 1, 2 y 3 se encontraron disminuidos en las células
inducidas al enquistamiento en presencia de TSA en comparacién con las que no se les
adicion6 TSA, lo cual nos esta sugiriendo que la acetilaciéon de histonas participa en la

regulacion de la expresion de genes involucrados en el enquistamiento de E. invadens.
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Figura 33. El bloqueo de la actividad de EIHDAC3 disminuye la expresiéon de genes involucrados en la via de
formacion de la pared del quiste y la sintesis de quitina. Ensayos de RT — qPCR para evaluar los niveles de expresiéon
de genes involucrados en la via de formacion de la pared del quiste como son Jacob 1y 2, Jessie 3ay 3b, quitinasa 1,2y 3
asi como genes que participan en la via de sintesis de quitina como son la glucosamina 6 fosfato isomerasa (GIn6Pi), la
glucosamina 6 fosfato N — acetiltransferasa (GNA) y las quitina sintasa 1 y 2. Trofozoitos de E. invadens fueron inducidos al
enquistamiento in vitro en ausencia o en presencia de TSA a una concentraciéon de 200 nM durante 24 h y posteriormente se
obtuvo el RNA de ambos tratamientos. Los niveles de expresion relativa fueron determinados respecto a la expresion del
mRNA en las células sin TSA. Los datos fueron normalizados utilizando como referencia al gen constitutivo EIN_327460. Los
datos corresponden a 3 experimentos independientes por duplicado.
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7.10 Identificacidon y expresion de genes que codifican para HDACs de la clase

Il o sirtuinas.
Los resultados obtenidos nos sugieren que las HDACs de la clase | especificamente
EiIHDACS3 mediante el control de los estados de acetilacidén y desacetilacion de las histonas
estarian participando en la regulacién de la expresibn de genes implicados en el
enquistamiento de E. invadens. Sin embargo, no son las Unicas proteinas encargadas de
modular los estados de acetilacién y desacetilacion tanto de sustratos histénicos como no
histénicos. Otro grupo de HDACs son las HDAC de la clase Ill mejor conocidas como
sirtuinas, las cuales a diferencia de las HDACs de la clase | y I, utilizan como factor al
NAD+, ademas se sabe que son proteinas activadas bajo condiciones de estrés y han sido
consideradas sensores del metabolismo. Previamente ya fue reportado por el grupo del Dr.
Tomoyoshi Nozaki que existe una sirtuina que aumenta sus niveles de expresion a nivel de
MRNA a lo largo del enquistamiento de E. invadens (De Cadiz AE. et al., 2013) por lo que
se propone que las sirtuinas pudieran jugar un papel importante en el enquistamiento de
este parasito.

Con la finalidad de conocer si la sirtuina previamente reportada era la Unica que se
encontraba en el genoma de E. invadens o existian mas genes que pudieran codificar para
estas proteinas, se realiz6 una busqueda in silico en la base de datos Amoeba

(http://amoebadb.org/amoeba/) tomando como criterio la presencia del dominio catalitico

SIR2 que es caracteristico de estas proteinas. Este andlisis nos permitié identificar 5 genes

adicionales al previamente reportado, los cuales se muestra en la tabla Ill.

Tabla lll. Genes identificados in silico en la base de datos Amoeba DB
que codifican para HDACs de la clase Il o sirtuinas.

ID de acceso Nombre Nimero de Aminoacidos que abarca el

(Amoeba DB) asignado aminoacidos dominio SIR2
EIN_218620 EiSir2 283 41 - 217
EIN_181960 EiSir3 372 35-212
EIN_110100 EiSir4 332 46 — 228
EIN_219010 EiSir5 355 108 — 290
EIN_229510 EiSir6 360 60 — 235
EIN_060040 EiSir7 383 142 — 326

Con el objetivo de conocer si estos genes se expresaban a nivel de mRNA tanto en

trofozoitos como en quistes, se realizaron ensayos de RT — PCR semicuantitativa de punto
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final a 25 ciclos empleando como templado el cDNA obtenido de trofozoitos y de quistes de
24 h post — enquistamiento. Como se muestra en la figura 34, los resultados de este ensayo
mostraron que existen genes que no se expresan hi en trofozoitos ni en quistes como es el
caso de EiSir6. Mientras que para el transcrito de EiSir3, EiSir5 y EiSir7, estos se expresan
de manera similar en ambas fases del parasito. En el caso de EiSir2 se encontré que el
transcrito de este gen se expresa mas en la fase de quiste que en la etapa de trofozoito,
mientras que para el gen EiSir4, este se expresa Unicamente en la fase de quiste. Como
control de carga se utilizé el gen EIN_327460 el cual ya habia sido reportado que mantiene
sus niveles de expresion entre trofozoitos y quistes de E. invadens (Suresh S. et al., 2016).
Por lo que todos estos resultados nos sugieren que existe una expresion diferencial de 2

genes (EiSir2 y EiSir4) en las etapas de trofozoitos y quistes a 24 h post — enquistamiento.

Para saber si los niveles de expresion de EiSir2 y EiSir4 aumentaban o disminuian a lo
largo del enquistamiento, se realizaron ensayos de RT — PCR en tiempo real utilizando
cDNA de trofozoitos y quistes de 24, 48 y 72 h post — enquistamiento de E. invadens. Como
se puede observar en la figura 35, se confirmé que EiSir2 y EiSir4 aumentan sus niveles de
expresion en quistes de 24 h como se habia visto en el ensayo de RT — PCR de punto final
a 25 ciclos. Este aumento en la expresion se mantiene a las 48 h para ambos genes, pero
a las 72 h Unicamente aumenta la expresion de EiSir2, lo cual correlaciona con lo
previamente reportado por De Cadiz AE. et al., 2013. Mientras que EiSir4 disminuye su
expresion a niveles menores que el observado a 48 h. En conjunto estos resultados nos
indica que ambos genes aumentan su expresion a las 24 y 48 h de enquistamiento, lo cual

los vuelve blancos para el estudio de su funcién en el enquistamiento de E. invadens.

Debido a que la regién comun entre los genes EiSir2 y EiSir4 es la region del dominio
catalitico, nosotros consideramos que esta region seria ideal para ser empleada como
blanco en la generacion de un knock down que nos permita conocer la participacion de
estas sirtuinas en el enquistamiento de E. invadens. Para generar los parasitos knock down
EiSirDC se utiliz6 la estrategia de RNA de doble cadena y “soaking” descrita por Solis, C.
et al., 2009. El método consistid6 en amplificar el gen de interés y clonarlo en el vector
pL4440 en donde se encuentra flanqueado bidireccionalmente por la secuencia promotora
para la RNA polimerasa T7 y este plasmido se transform6 en bacterias E. coli HT115 las
cuales carecen de la endonucleasa RNasa lll, por lo que son incapaces de degradar el

dsRNA que se generara mediante la induccion con IPTG. De esta manera se obtienen
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grandes cantidades de dsRNA que después de ser purificado, se afiade al medio de cultivo
y es ingerido por los trofozoitos y en el interior de los cuales se llevar4 a cabo el
procesamiento por la maquinaria del RNA de interferencia (con la que cuenta el parasito) y
de esta manera se ocasione la desregulacion de la expresion del gen de interés a nivel del
MRNA.

Eisir2  _EiSir3  _EiSir4  EiSir5  EiSir6  EiSir7  *EIN_327460
T Q T QT Q T QT Q@ T QT Q

Figura 34. Expresion anivel de mRNA de los genes identificados in silico que codifican para sirtuinas en trofozoitos
y quistes de 24 h en E. invadens. Gel de agarosa al 2% en donde se migraron los productos de PCR obtenidos del ensayo
de RT — PCR de punto final semicuantitativa a 25 ciclos para los genes EiSir2 reportado previamente y 5 genes EiSir3, EiSir4,
EiSir5, EiSir6, EiSir7 identificados in silico que codifican para las sirtuinas. Como control de carga se amplifico el gen
constitutivo EIN_327460.
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Figura 35. EiSir2 y EiSir4 aumentan sus niveles de expresion a nivel de mRNA a lo largo del enquistamiento de E.
invadens. Ensayo de RT — PCR en tiempo real para los genes EiSir2 y EiSir4 empleando RNA obtenido de trofozoitos y
quistes a partir de las 24, 48 y 72 h post — enquistamiento. Los niveles de expresion de ambos genes en los diferentes tiempos
fueron determinados respecto a la expresion en trofozoitos y los datos fueron normalizados utilizando como control el gen
constitutivo EIN_327460.
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Para la obtencion del vector pL4440 — EiSirDC se disefiaron oligonuclettidos que
permitieron amplificar un fragmento de 531 pb que corresponder al dominio catalitico de
EiSir2 con los sitios de restriccion Hindlll y Kpnl. (Figura 36 A). Este amplificado fue migrado
en un gel de agarosa, se recuperd y se digiri6 con las enzimas Hindlll y Kpnl para
posteriormente ser ligado con el vector pL4440 linearizado con las mismas enzimas. Esta
ligacion se transformé en bacterias E. coli HT 115 y se realiz6 la seleccion de las colonias
mediante PCR utilizando los oligonucleétidos especificos para el inserto de interés. Una
colonia positiva que contenia el plasmido con el inserto de interés fue seleccionada para
obtener el DNA plasmidico. Este fue digerido con las enzimas Hind Il y Kpnl lo que nos
permitié confirmar que el plasmido contenia el inserto del tamafio esperado de 531 pb el
cual fue liberado en la reaccién de digestion (Figura 36 B). Una vez confirmada la presencia
del inserto en el plasmido, este se envié a secuenciar para asegurarnos que durante el
proceso de amplicacion no se hubiera generado algin cambio de base. En la figura 37 se
muestra la secuencia nucleotidica del plasmido, lo cual confirmo que la construccién estaba
correcta y que no presentaba ningun cambio, por lo que a partir de este momento el
plasmido pL4440 fue empleado para realizar los ensayos de induccién del dsRNA EiSirDC.
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Figura 36. Obtencion del vector pL4440 EiSirDC. A) Gel de agarosa al 1.5% en donde se muestra el fragmento de PCR
correspondiente a EiSirDC Hindlll / Kpnl cuyo tamafio esperado fue de 531 pb. Carril 1 Marcador de peso molecular 100 pb.
Carril 2 Producto de PCR EiSirDC Hindlll / Kpnl. B) Reaccion de restriccion del vector pL4440 EiSirDC donde se observa la
liberacion del inserto EiSirDC de 531 pb. Carril 1 Marcador de peso molecular 100 pb. Carril 2 pL4440 EiSirDC sin digerir.
Carril 3 pL4440 EiSirDC digerido con Hindlll y Kpnl.
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Figura 37. Secuencia nucleotidica y de aminoacidos del plasmido pL4440 EiSirDC. En color verde se muestra la

secuencia correspondiente a EiSirDC, en color rojo la secuencia para el promotor de T7 el cual flanquea al inserto EiSirDC,
en rosa se muestra el sitio de restriccion para Hindlll y en azul el sitio de restriccion para Kpnl.

Como plasmido control para la induccion del dsRNA se utilizo el plasmido pL4440 GFP, que
contiene una secuencia de 714 pb correspondiente a la proteina verde fluorescente (GFP),
cuyo uso ya fue previamente reportado por el grupo de la Dra. Nancy Guillén (Solis CF. et
al., 2009) y el cual fue proporcionado por el Dr. Miguel Angel Vargas Mejia. Para confirmar
la presencia del inserto de GFP en el plasmido proporcionado, se realiz6 una digestion
utilizando las enzimas BamHI y Kpnl que son los sitios que flanquean la secuencia de GFP
y como se puede observar en la figura 38, la digestion nos muestra la liberacion del inserto
de GFP de 714 pb, lo que nos confirmaba la identidad de este plasmido, el cual a partir de
este momento fue empleado para realizar los ensayos de induccién del dsRNA GFP.
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Figura 38. Digestion del vector pL4440 GFP. Reaccion de restriccion del vector pL4440 GFP con las enzimas BamHI y Kpnl
donde se observa la liberacién del inserto GFP de 714 pb. Carril 1 Marcador de peso molecular 1kb. Carril 2 pL4440 GFP sin
digerir. Carril 3 pL4440 GFP digerido con BamHI y Kpnl.

Una vez que se contaban con las construcciones pL4440 EiSirDC y pL4440 GFP, se realiz6
la induccién a gran escala con IPTG para la obtencion del dsRNA para ambas
construcciones. Este dsRNA fue purificado a partir de las bacterias E. coli HT 115, tratado
con DNAasa | para eliminar el DNA proveniente de las bacterias. También esta preparacion
se tratd con RNAasa A con la finalidad de eliminar el RNA de cadena sencilla y quedarnos
exclusivamente con el dsRNA. Una vez que se obtuvieron ambos dsRNAs, el equivalente
a 3 ug de cada muestra fueron migrados en geles de agarosa al 2% y tefiidos con bromuro
de etidio. En la figura 39, podemos observar que en ambos casos se obtuvo un barrido. En
el caso de GFP este barrido se observa a partir de los 800 pb, mientras que para EiSirDC
el barrido se observa a partir de los 600 pb, lo que nos indicé que el dsRNA se indujo en
ambos casos y que por lo tanto estos dsRNAs podrian ser utilizados para los experimientos

de silenciamiento mediante la técnica de soaking para evaluar el papel de EiSir2 y EiSir4.
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Figura 39. Purificaciéon del dsRNA para GFP y EiSirDC. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio
en donde se migré el equivalente a 3 pg de dsRNA GFP (carril 2) y dsRNA EiSirDC (carril 3) en donde se
confirma la obtencion de ambos dsRNAs.

Una vez que se obtuvo el dsRNA para GFP y para EiSirDC, el siguiente paso era generar
los parasitos knock down. El silenciamiento se evaluaria tanto a nivel de mRNA mediante
ensayos de RT — PCR y a nivel de proteina mediante ensayos de WB. Sin embargo, debido
a que no existe un anticuerpo comercial que pueda reconocer el dominio catalitico de estas
proteinas en E. invadens, se gener6 una proteina recombinante en el vector pPGEX6P1, en
donde nuestro inserto se encontraria fusionado y en marco de lectura con respecto a la
bandera de GST. Esta proteina recombinante se empleara como antigeno para inocular en
ratones y obtener un anticuerpo policlonal contra EiSirDC. Por lo que para obtener la
construccion pGEX6P1, se disefiaron oligonucledtidos que permitieron amplificar un
fragmento de 531 pb que corresponder al dominio catalitico de EiSir2 con los sitios de
restriccion BamHI| y EcoRlI (Figura 40 A). Este amplificado fue migrado en un gel de agarosa,
se recuperd y se digirié con las enzimas BamHI y EcoRI para posteriormente ser ligado con
el vector pGEX6P1 linearizado con las mismas enzimas. Esta ligacion se transformo en
bacterias E. coli XL10 Gold y se realiz6 la seleccion de las colonias positivas por realizar
una PCR de colonia utilizando los oligonucleétidos especificos para el inserto de interés.
De varias colonias positivas, una de ellas fue seleccionada y se obtuvo el DNA plasmidico
el cual fue digerido con las enzimas BamHI y EcoRlI lo cual nos permitié confirmar que el

plasmido contenia el inserto de interés de 531 pb el cual fue liberado en la reaccion de

99



digestion (Figura 40 B). Una vez confirmada la presencia del inserto en el plasmido, este se
envidé a secuenciar para asegurarnos que durante el proceso de amplicacion no se haya
generado algun cambio de base que pudiera modificar nuestro marco de lectura. En la figura
41 se muestra la secuencia nucleoitidica asi como la secuencia de aminoacidos obtenida
del plasmido secuenciado, confirmando que la construccion se encontraba en marco de

lectura con la bandera de GST y que no se habia generado ningdn cambio de base.

Figura 40. Obtencion del vector pPGEX6P1-EiSirDC. A) Gel de agarosa al 1.5% en donde se muestra el fragmento de PCR
correspondiente a EiSirDC BamHI / EcoRI cuyo tamafio esperado fue de 531 pb. Carril 1 Marcador de peso molecular 100
pb. Carril 2 Producto de PCR EiSirDC BamHI / EcoRI. B) Reaccion de restriccion del vector pPGEX6P1 EiSirDC donde se
observa la liberacion del inserto EiSirDC de 531 pb. Carril 1 Marcador de peso molecular 100 pb. Carril 2 pGEX6P1 EiSirDC
sin digerir. Carril 3 pGEX6P1 EiSirDC digerido con BamHI y EcoRl.

Posteriormente se procedié a inducir la expresion de la proteina recombinante GST —
EiSirDC con IPTG ya que la expresion de la secuencia clonada esta bajo el control del
operén lac. La induccién se llevéd a cabo por 4 h a 37°C. Una vez inducidas las proteinas,
las bacterias fueron sonicadas y se determiné si la proteina inducida se encontraba en la
fraccion soluble o insoluble, encontrandose en la fraccién insoluble y a partir de la cual se
procedi6 a purificar a la proteina recombinante utilizando perlas de glutation. Las proteinas
totales obtenidas de las bacterias no inducidas (NI), inducidas (I), fraccion soluble (S),
fraccion insoluble (IS) y la proteina recuperada con las perlas de glutation (P), fueron
migradas en geles SDS — PAGE al 12% y como se puede observar en la figura 42 A, se
recupero la proteina recombinante GST — EiSirDC cuyo peso molecular es de 46 kDa. Estas
mismas fracciones fueron migradas nuevamente en otro gel SDS — PAGE con la finalidad

de realizar un ensayo de WB utilizando el anticuerpo anti GST y como se observa en la
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figura 42 B la proteina recombinante solo se expresa en presencia de IPTG y esta presente
en la fraccion insoluble. Posteriormente la proteina se recupero6 del resto de las proteinas
bacterianas con la utilizacibn de perlas de glutation. Posteriormente, la proteina
recombinante purificada (de aproximadamente 46 kDa) se migré en un gel SDS — PAGE el
cual se tifio con Azul de Coomassie. Después sobre el gel se corto la banda correspondiente
a la proteina recombinante y sera utilizada como antigeno para obtener anticuerpos

policlonales en ratones BALBI/c.
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Figura 41. Secuencia nucleotidica y de aminoacidos del plasmido pGEX6P1 EiSirDC. En color azul se
muestra la secuencia correspondiente a la bandera de GST, en rojo el sitio de restriccién para BamHI, en verde
la secuencia correspondiente a EiSirDC, en negro el codon de paro y en naranja el sitio de restriccion para
EcoRI.
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Figura 42. Induccién y purificacién de la proteina recombinante GST-EiSirDC. A) Gel SDS — PAGE al 12% en donde se
migraron las proteinas extraidas de las bacterias no inducidas (NI), inducidas (1), fraccién soluble (S), fraccién insoluble (IS)
y la proteina recuperada con las perlas de glutation (P). Se observa la recuperacion de una banda de aproximadamente 46
kDa que corresponde a la proteina recombinante GST — EiSirDC. B) WB utilizando el anticuerpo anti GST en las mismas
fracciones migradas en la figura A. Este anticuerpo identificé una banda de aproximadamente 46 kDa en las fracciones |, IS
y P, lo cual nos indica la presencia de la proteina recombinante GST — EiSirDC.

102



8. DISCUSION

8.1 Identificacion de PTMs en trofozoitos y quistes de E. invadens y E.

histolytica.
Para completar su ciclo de vida, tanto E. histolytica como E. invadens alternan entre dos
fases, el trofozoito y el quiste. La infeccién se adquiere tras el consumo de alimentos o
agua contaminando con quistes que es la fase infectiva del parasito. Una vez en el
hospedero humano estos quistes se convierten en trofozoitos que es la forma invasiva del
parasito. Es por esta razon que es importante dilucidar los mecanismos moleculares que
participan en el proceso de enquistamiento. Recientes estudios han sugerido que
mecanismos epigenéticos como las PTMs de las histonas en particular la acetilacion, podria
ser uno de los mecanismos epigenéticos involucrados en regular el proceso de
enquistamiento en E. invadens (Byers J. et al., 2005). Por lo que en este trabajo uno de
nuestros objetivos fue conocer si existian PTMs diferenciales en las histonas de trofozoitos
y quistes que participaran en regular el enquistamiento de Entamoeba utilizando como
modelo de estudio a E. invadens.

Como ya se menciond en la introduccién, el genoma de E. histolytica esta organizado en
cromatina cuya unidad bésica es el nucleosoma, como fue demostrado por Torres —
Guerrero y cols., quienes por microscopia electronica observaron una estructura de “collar
de perlas” conocida como fibra de 10nm (Torres — Guerrero. et al., 1991). Ademas de que
E. histolytica y E. invadens contienen los genes que codifican para las cuatro histonas
canodnicas (H2A, H2B, H3 y H4), lo que sugiere que en ambos parasitos la cromatina

presenta una organizacion similar a la descrita en organismos eucariontes.

En el caso de E. histolytica y E. invadens si bien se han identificado los genes que codifican
para las histonas canénicas, un andlisis mas detallado mostré que las histonas H3 y H4 de
ambos pardsitos presentan una alta divergencia en su extremo NH: terminal en
comparacion con la reportada en eucariontes (Fodinger M. et al., 1992; Binder M. et al.,
1995; Byers J. et al., 2005; Hughenin M. et al., 2010). Sin embargo, y a pesar de esto,
ambas histonas conservan la caracteristica de contener en su secuencia varios residuos de

Ky R, que son susceptibles a sufrir diferentes PTMs como la metilacion y la acetilacion.
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Hasta la fecha se ha demostrado experimentalmente que en E. histolytica ocurren algunas
PTMs en los residuos de K en la histona H3 como es la di — o — trimetilacion de la lisina 4
(H3K4me2/3), la cual mediante ensayos tipo ChIP se demostré que se encuentra
enriguecida en genes que codifican para factores de virulencia del parasito (Huguenin M.
et al., 2010). Otra PTM identificada recientemente en E. histolytica es la H3K27me2, la cual
se ha encontrado que favorece la deposicion de proteinas de la maquinaria del RNA de
interferencia como Argonauta, lo que conlleva al silenciamiento de genes (Foda B. y Singh
U., 2015). Respecto a la histona H4, Unicamente se ha demostrado la existencia de la
dimetilacion de la arginina 3 (H4R3me2), la cual se sugiere es llevada a cabo por la enzima
PRMT1 (Borbolla — Vazquez J. et al., 2015).

Sin embargo, se desconoce si existen otras PTMs en el extremo NH: de la histona H4 en
trofozoitos y mucho menos en quistes de E. invadens, por lo tanto, no se conocen (en caso
de que existieran) otras marcas epigenéticas y si éstas pudieran participar en regular la
expresion de genes durante el enquistamiento, por lo que esto fue el objetivo principal de
este trabajo.

El analisis por MS de las proteinas béasicas obtenidas en el presente trabajo permitié
identificar a las histonas canénicas de E. histolytica, sin embargo, no se identificé alguna
variante de histonas. De manera particular, en la base de datos Amoeba DB y para el caso
de la histona H3 se han descrito 5 genes que codifican para la histona H3 por lo que se
realizé un andlisis in silico para determinar si alguna de estas podrian corresponder a las
variantes de la histona H3 como son: la histona H3.1, H3.2, H3.1t y CENP-A, las cuales
ya han sido reportadas desde protozoarios hasta eucariontes superiores (Dalmasso MC. et
al., 2011; Henikoff S y Smith MM, 2015). Cada una de estas variantes se caracteriza por
contener motifs y residuos especificos en su secuencia (Bernstein E y Hake S., 2006). Sin
embargo, el analisis in silico nos indicé que ninguna de estas secuencias corresponde a
alguna variante de histonas reportadas para la histona H3, por lo que esto nos hace pensar
gue probablemente correspondan a algunas variantes especificas de este parasito. Esto no
seria inusual ya que han sido reportadas variantes especificas como son la variante de la
histona H4v de T. brucei o H2B.Z de P. falciparum (Trelle M et al., 2009; Siegel TN. et al.,
2009; Talbert PB et al., 2012). Ademas el hecho de no identificar ninguna variante de
histonas en Entamoeba contrasta con lo que ha sido reportado para otros parasitos como

P. falciparum,T. bruceiy T. gondii en donde algunas variantes de histonas tales como H.3.3,
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CenH3, H2AZ y H2AX han sido identificadas y su participacion en la regulacion de genes
ha sido demostrada (Lowell JE. et al., 2005; Sullivan WJ Jr. et al., 2006; Dalmasso MC. et
al., 2009; Siegel TN. et al., 2009; Petter M. et al., 2011; Petter M. et al., 2013). Otra
posibilidad podria ser que, de los 5 genes que codifican para la histona H3, estos se
expresaran diferencialmente y entonces cada uno de ellos podria a su vez regular genes

especificos.

También en este trabajo quisimos identificar las PTMs presentes en las histonas de E.
invadens. Sin embargo, debido a que no se obtuvo una preparacion pura de histonas, no
se pudo identificar las PTMs que contenian las histonas de este parasito. Por esta razén,
se emplearon anticuerpos comerciales que, de acuerdo con el alineamiento entre el péptido
reportado por el fabricante y la secuencia de las histonas, éstos podrian tener un mejor
reconocimiento para la histona H4 que para la histona H3 (Figura 10). Estos anticuerpos
nos permitieron demostrar que la histona H4 de E. invadens esté acetilada tanto en la fase
de trofozoito como de quiste en las posiciones de K5, K8, K12 y K16, aunque aln queda
pendiente conocer si los residuos de K extras que se encuentran en el extremo NH; de la
histona H4 también son susceptibles de ser modificados, lo cual podria realizarse mediante
la generacion de anticuerpos especificos para la acetilacion y/o metilacién por la sintesis
de péptidos que contuvieran a estos residuos modificados.

Un aspecto muy interesante que queda pendiente por responder es conocer a la HAT
responsable de la adicion de los grupos acetilo a los residuos de K en la histona H4. Se ha
descrito que las principales proteinas responsables de la acetilacion de las histonas son las
proteinas de la familia MYST y GCNS5, las cuales modifican diferentes residuos de K. Se
sabe que en el caso de GCN5, esta HAT tiene una mayor afinidad por la histona H3, en
particular por los residuos H3K14, asi como los residuos H3K9, H3K18, H3K23, H3K27,
H3K36 y baja afinidad por los residuos de K8 y K16 de la histona H4 (Kuo MH et al., 1996;
Kuo YM, Andrews AJ, 2013). En el caso de las proteinas de la familia MYST, se ha
demostrado que acetila a la histona H3 en los residuos K14 y K23, y respecto a la histona
H4, se sabe que en levadura Esal es la HAT responsable de la acetilacion global de la
histona H4 y en otros organismos como H. sapiens y Drosophila se ha identificado como su
principal blanco el residuo de K16 (Vasileia Sapountzi V y C6té J., 2011; Chen QY et al.,
2015).

105



En otros parasitos como en P. falciparum, T. brucei, T. gondii y Leishmania donovani, se ha
establecido que la enzima encargada de acetilar los residuos de K en la histona H4 es la
HAT de la familia MYST (Smith AT. et al; 2005; Kawahara T, et al., 2008; Siegel TN. et al.,
2008; Miao J. et al., 2010; Kumar D, et al., 2012). Por lo que entonces, al buscar a la
proteina MYST en la base de datos de Entamoeba, se encontré que E. invadens y E.
histolytica contienen el gen que codifica para esta HAT, por lo que su estudio mediante la
generacién de parasitos knock — down nos permitira establecer si esta es la enzima

responsable de la acetilacion de la histona H4 en ambos parasitos.

Por otra parte, y de manera interesante, ademas de identificar la acetilacién en los residuos
de K5, K8, K12 y K16, también se identific6 una PTM asociada a activacion transcripcional
la cual ocurre sobre un residuo de arginina y que ha sido poco estudiada como es la
H4R3mel. Si bien previamente se habia descrito que en E. histolytica este residuo de
arginina puede sufrir una dimetilacion asimétrica catalizada por la enzima PRMT1 (Borbolla
— Vazquez. et al., 2015), hasta la fecha no se habia descrito la monometilacién de este
mismo residuo, por lo que este estudio permite decir que la R3 no es Unicamente dimetilada,
sino también puede ser monometilada. En eucariontes se ha descrito que la enzima PRMT1
es capaz de llevar a cabo tanto la monometilacién como la dimetilacién asimétrica de este
mismo residuo, ambas PTMs asociadas a activacion transcripcional (Di Lorenzo Ay Bedford
M, et al., 2011; Jahan S y Davie J, 2015; Blanc RS y Richard S, 2017), pero aln queda
pendiente conocer cual es el impacto que tiene esta PTM en la regulacion de la expresion

de genes, lo cual hasta la fecha no ha sido estudiada.

En contraste con los resultados que obtuvimos para las marcas de activacion transcripcional
que ocurren en la histona H4, los resultados obtenidos por WB utilizando el anticuerpo
contra la H4K20me3 (marca de represion transcripcional), nos sugieren que esta marca no
se encuentra presente en ninguna fase del parasito. Esto podria deberse a que la
H4K20me3 es una marca epigenética que se ha asociado a la formacién de
heterocromatina, por lo que se encuentra altamente enriquecida en las regiones teloméricas
(Schotta G. et al., 2004). Sin embargo, hasta la fecha tanto para E. histolytica como para E.
invadens las evidencias experimentales sugieren que sus cromosomas son circulares
(Willhoeft U. y Tannich E., 1999; Loftus B., et al, 2005) por lo que, al carecer de telomeros,
también estaria ausente la marca epigenética H4K20me3 en el parasito. Sin embargo,

recientemente se describié la presencia de esta marca epigenética en E. histolytica. Estos
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autores mediante ensayos de inmunofluorescencia encontraron que la H4K20me3 se
localiza en la periferia nuclear junto con la proteina asociada a telomeros EhTRF-like |
(Renddén-Gandarilla FJ, et al., 2018), lo que sugiere que existe una region represiva en la
periferia nuclear. Sin embargo, es necesario realizar ensayos de DNA — FISH acoplado a
inmunofluorescencia (IFA — DNA FISH) para confirmar que la H4K20me3 colocaliza con los
telomeros, asi como ensayos de RNA — FISH acoplados a inmunofluorescencia (IFA — RNA
— FISH) para confirmar que en esta regién se encuentran genes transcripcionalmente

silentes.

Por lo que entonces, tomando en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo,
demostramos por primera vez que tanto en trofozoitos como en quistes de E. invadens
existen PTMs asociadas a activacion transcripcional (H4 pan — acetilada y H4R3mel), las
cuales no habia sido descritas anteriormente en este parasito, aunque estas PTMs no
fueron diferenciales para cada fase del parasito. El hecho de no encontrar diferencias en la
presencia de las PTMs entre trofozoitos y quistes no resulta extrafio ya que el papel
funcional de las PTMs esta dado cuando estas se encuentran en contexto de cromatina, es
decir, cuando ocurren directamente sobre los nucleosomas. Ademas, existe un cross talk
entre las diferentes PTMs que ocurren en el extremo NH2 terminal de las histonas lo que
puede generar interacciones sinérgicas o antagonicas, por lo que esto nos indica que existe
una comunicacion entre ellas (Bannister A. y Kouzarides T., 2011). Esta comunicacién se
da tanto entre modificaciones que se encuentran adyacentes en la misma histona por lo
gque se denominan comunicacién en cis. Sin embargo, también se ha descubierto que las
interacciones pueden darse entre modificaciones localizadas en diferentes extremos NH;
de diferentes histonas y se conoce como comunicacién en trans. Es decir, el efecto en la
regulacién de la expresion de genes no depende de una sola PTM, sino del conjunto y
diversidad de las PTMs que se encuentren presentes en diferentes nucleosomas. De esta
manera, la adiciéon de grupos quimicos a los extremos NH, terminal de las histonas, la
lectura de estas modificaciones y la eliminaciéon de estas marcas es lo que le confiere esta
naturaleza dinamica a la cromatina que conlleva a la expresion de genes o bien a la
compactacién de la cromatina y a la generacién de dominios de DNA transcripcionalmente

inactivos.

Una de las preguntas que quedaron abiertas en este trabajo consiste en determinar el papel

funcional de cada una de las PTMs identificadas, para lo cual es necesario realizar ensayos
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de ChIP. Esto nos permitiria determinar si estas PTMs identificadas se encuentran
presentes en las regiones promotoras de genes activos en trofozoitos y/o quistes, lo cual
nos estaria indicado que efectivamente, la presencia de esas PTMs tiene un impacto en la
regulacién de la expresion de genes. En el presente trabajo intentamos realizar los ensayos
de ChIP utilizando el anticuerpo anti histona H4 pan — acetilada tanto en la cromatina
obtenida de trofozoitos y de quistes de E. invadens. Tomando en cuenta que estas PTMs
asociadas a activacion transcripcional tanto en eucariontes superiores y en parasitos se
localizan en las regiones promotoras de genes transcripcionalmente activos (Deckert J y
Struhl K, 2001; Saksouk N. et al., 2005; Lopez-Rubio JJ. et al., 2007; Zhang T. et al., 2015),
se realizaron ensayos de PCR en tiempo real con el material inmunoprecipitado para las
regiones promotoras de genes, que de acuerdo a la base de datos de Amoeba DB se
encontraran transcripcionalmente activos en trofozoitos y quistes, asi como en regiones
promotoras de genes transcripcionalmente inactivos. Sin embargo, no observamos
enriquecimiento de esta marca epigenética en las regiones promotoras de genes activos
respecto a los genes inactivos, por lo que no sabemos si, este resultado negativo se debe
a que no se hayan elegido los genes mas adecuados para validar este ensayo o si en
realidad, esta marca se encuentra distribuida de manera indistinta en regiones promotoras

de genes activos e inactivos a lo largo del genoma del parasito.

8.2 Arquitecturanuclear en trofozoitos y quistes de E. invadens y E. histolytica.
El hecho de no encontrar diferencias en la presencia o ausencia de las PTMs nos llevé a
averiguar cual era la localizacibn nuclear de las marcas epigenéticas previamente
identificadas tanto en trofozoitos como en quistes de E. invadens. En caso de que estas
marcas epigenéticas mostraran una localizacion diferente dependiendo de su estadio, nos
sugeriria que la arquitectura nuclear podria jugar un papel en regular la expresion de genes
durante el enquistamiento de E. invadens. Esto ocurre porque numerosos estudios han
llevado a proponer que la cromatina en eucariontes se encuentra subdivida en regiones
enriguecidas en genes transcripcionalmente activas localizadas en la region central del
nucleo, conocida como eucromatina, y regiones transcripcionalmente silenciadas ubicadas
en la periferia nuclear conocida como heterocromatina (Heitz E, 1928), sugiriendo que el
nicleo de los organismos eucariontes esta compartamentalizado. Esta
compartamentalizacion del ndcleo, es altamente conservada en la evolucion y ha sido
demostrado que juega un papel fundamental en la regulacion de las diferentes funciones

nucleares como el splicing, biogénesis del rDNA, almacenamiento de mRNAs, entre otros
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(Solovei I. y Joffe B., 2010). Gracias al desarrollo de mdultiples métodos de fluorescencia
gue han permitido la tincién individual de cromosomas, se ha establecido con claridad que
los cromosomas ocupan un espacio bien definido dentro del nlicleo conocido como territorio
cromosomal (Cremer T y Cremer C., 2001). El arreglo espacial de estos territorios
cromosomales juega un papel importante en la regulacion de la expresion de genes ya que
Su reposicionamiento es un proceso dinamico que les permite a los dominios de los
territorios cromosomales tener interacciones intra e intercromosomales lo cual puede
ocasionar gue tengan contactos hacia subcompartimentos localizados en la periferia
nuclear en donde existe una acumulacion de proteinas represoras que condicionan la
generaciéon de un ambiente transcripcionalmente represivo; o bien relocalizar dominios de
cromosomas a la regién central, enriquecida en proteinas que activan la transcripcion
(Zimmer C. y Fabre E., 2011), Por lo que se ha propuesto que la relocalizacién de
cromosomas de una regién de eucromatina a heterocromatina o viceversa es otro

mecanismo que puede regular la expresion de genes a través de su reposicionamiento.

Respecto a la arquitectura nuclear en E. histolytica y E. invadens, ha sido un tema poco
estudiado y solo existe un trabajo del 2009 de Jhingan y cols., quienes a través de ensayos
de inmunofluorescencia y utilizando un anticuerpo dirigido contra la fibrilarina, la cual es
una proteina especifica del nucléolo, reportaron que se localiza en la periferia nuclear de E.
invadens y E. histolytica. Sin embargo, hasta la fecha, no se han realizado otros estudios
enfocados en dilucidar si el patron convencional de la cromatina se conserva en E. invadens

y si éste se modifica dependiendo de la fase del parasito.

En el presente trabajo se demostré mediante los ensayos de inmunofluorescencia que en
la fase de trofozoito de E. invadens, la histona H4 acetilada (la cual es una marca de
activacion transcripcional), se encuentra distribuida en todo el nicleo, mientras que en los
guistes la histona H4 acetilada se localiza en todo el nlcleo excepto en la region central.
Por lo que estos resultados nos sugieren que la localizacion de las regiones

transcripcionalmente activas se modifica dependiendo de la fase del ciclo de esta parasito.

Ademas, al tratar de identificar la localizacion de otras PTMs asociadas a activacion
transcripcional como la H4R3me1l, nuevamente esta PTM también se encontré distribuida
en todo el ndcleo y en la periferia nuclear en la fase de trofozoitos de E. invadens y en todo

el nicleo excepto en la region central en el caso de los quistes. Por lo que tomando en
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cuenta todos estos resultados, nos estan sugiriendo que las marcas de activacion
transcripcional independiente de que sean acetilacion de K o monometilacién de R, se

localizan en los mismos sitios en cada fase de este parasito.

Respecto a la busqueda de marcas epigenéticas asociadas a represion transcripcional, se
sabe que la metilacion del DNA esta asociada a estados de represion transcripcional y
previamente se habia identificado mediante ensayos de inmunoflorescencia que existia la
metilaciéon del DNA en E. invadens (Harony H. et al., 2006); sin embargo, en varias
ocasiones se intentaron realizar nuevamente estos ensayos tanto en trofozoitos como en
quistes de E. invadens con el empleo de al menos dos diferentes anticuerpos sin tener éxito.
Por lo que entonces nos dimos a la tarea de identificar otra molécula que también estuviera
asociada a la generacion de estados de represion transcripcional como son las proteinas
HDACSs, encargadas de la remocién de los grupos acetilo de las histonas. En el caso de E.
histolytica, existe un gen putativo para la HDAC, el cual se ha clasificado como un miembro
de la clase | y ha sido denominado EhHDAC (Ramakrishnan G. et al., 2004), sin embargo,

su caracterizacién molecular y funcional no ha sido determinada aun.

En el presente trabajo al realizar el andlisis in silico para identificar a la o las HDACs
presentes en el genoma de E. invadens, también se encontraron dos genes que codifican
para dos HDACs correspondiente a la clase |, ambas ortdlogas de la HDAC3 de H. sapiens.
Mediante ensayos de WB y utilizando un anticuerpo comercial contra la HDAC3 de humano,
encontramos que esta proteina se expresa tanto en trofozoitos como en quistes de E.
invadens. También por ensayos de IF se encontré que esta proteina se localiza Gnicamente
en la parte central del nacleo de trofozoitos de E. invadens, en contraste esta marca en

otros eucariontes se encuentra ubicada en todo el nucleo.

Los datos obtenidos de la localizacion de las marcas de activacion versus la de HDAC3 en
ensayos de inmunofluorescencia, nos sugieren que las marcas de activacion y de represion
transcripcional convergen dentro del nicleo. Este hallazgo contrasta con lo previamente
reportado para otros organismos desde levadura hasta humano, asi como en dos pardsitos
ampliamente estudiados como son P. falciparum y T. brucei, sugiriendo que el nacleo de E.
histolytica no se encuentra compartamentalizado. Este hallazgo es interesante, ya que en
el caso de P. falciparum ha sido reportado que el niicleo se encuentra compartamentalizado

en una region central enriquecida en marcas de activacion transcripcional (H3K4me3 y H4
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pan -acetilada) y en una regién periférica en donde se localizan los denominados centros
de represion perinuclear en donde se incluyen los sitios activos de los genes var y clusters
teloméricos asi como factores que promueven la formacion de heterocromatina tales como
la histona desacetilasa PfSir2, la proteina PfOrcl, la histona metiltransferasa
PfSET3/PfHKMTL1 asi como proteinas no histénicas como PfHP1 (Hernandez—-Rivas et al.,
2010). Por lo que el reposicionamiento de un cromosoma de la parte central del nucleo
hacia la periferia nuclear o viceversa, puede regular la expresion de genes. Esto ha sido
demostrado exclusivamente para los genes var, que codifican para la proteina PfEMP1 que
participa en la variacién antigénica de P. falciparum (Issar N. et al.,2009; Lopez-Rubio JJ.
et al., 2009). Un panorama similar se ha establecido en T. brucei que también muestra un
ndcleo compartamentalizado. Esta compartamentalizacion estd4 involucrada en la
regulacion de la expresion de genes que participan en la variacion antigénica (Navarro M.
et al., 2007).

Tomando en cuenta los resultados de inmunofluorescencia obtenidos tanto en la fase de
trofozoitos como de quistes, nos estarian sugiriendo que en E. invadens la arquitectura
nuclear podria ser inversa a lo reportado para otros eucariontes, sin embargo, no seria el
anico modelo en donde se reporte este tipo de arquitectura nuclear inversa ya que
previamente se ha reportado que este patron presente en las células fotorreceptoras
presentes en la retina conocidas como bastoncillos en animales de vida nocturna, en donde
se determind la localizacion de diferentes PTMs asociadas a activacion transcripcional
como son la H3K4me3 en la region de la periferia nuclear, asi como diferentes PTMs
asociadas a represion transcripcional como son la H3K9me3 y H4K20me3 en la regién
central (Solovei I. et al; 2009). Sin embargo, debido a que en nuestro caso Unicamente
identificamos una proteina asociada a represion transcripcional, para respaldar nuestra
propuesta de la arquitectura nuclear inversa en Entamoeba, se requiere la evaluaciéon de
una mayor cantidad de marcas epigenéticas asociadas a represion transcripcional. También
para relacionar la presencia de marcas epigenéticas con la regulacion de la expresion de
genes, seria necesario realizar ensayos de RNA — FISH acoplados a inmunofluorescencia
tanto en trofozoitos como en quistes. Para lo cual se realizaria el marcaje de un gen que se
sepa es transcripcionalmente activo en cada fase del parasito y si existe una co-localizacion
del gen activo con las marcas epigenéticas de activacion transcripcional nos estaria

sugiriendo que las PTMs estan relacionadas con la actividad transcripcional.
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Otro interesante hallazgo del presente trabajo fue la identificacion de una posible lamina B1
en E. histolytica. Las ldminas nucleares juegan un papel importante en diferentes procesos
nucleares como son la transcripcion, la replicacién del DNA, control del ciclo celular y
reparacion del DNA, asi como en organizar dominios de eucromatina y heterocromatina
(Dittmer TA y Misteli T., 2011). Durante mucho tiempo, se consider6 que la lamina era una
proteina exclusiva de metazoarios. Sin embargo, recientemente de manera experimental
se identificd una proteina similar a lamina, designada NUP-1, en T. brucei. Esta proteina,
con un peso molecular mayor a 400 kDa inicialmente fue identificada mediante ensayos
protedmicos como uno de los principales componentes de fraccion fibrilar de la membrana
nuclear interna de este parasito (Rout MP y Field MC., 2001). Estructuralmente, la lamina
B1 es una proteina coiled-coil con una regién central de 17 repetidos formados por 144
aminoacidos cada uno, a diferencia de las laminas identificados en metazoarios cuyo
tamario oscila entre los 40 a 80 kDa y que poseen una estructura tripartita conformada por
un dominio largo a hélice con una estructura coiled — coil caracteristico de estas proteinas,
flanqueado por una secuencia amino globular y un dominio carboxilo terminal donde se
encuentra una secuencia de localizacién nuclear (Dittmer TA y Misteli T., 2011). Sin
embargo, a pesar de estas diferencias tanto en peso molecular como en estructura,
mediante ensayos de inmunofluorescencia se determiné que se localizaba en la periferia
nuclear y que co-localizaba parcialmente con los telomeros. Finalmente, mediante la
generacién de parasitos knock — down se observaron anormalidades en la estructura y
namero de nudcleos y cinetoplastos asi como una desorganizacion de los telobmeros y la
desregulacion de los genes VSG implicados en los mecanismos de variacion antigénica que
permiten al parasito escapar de la respuesta inmune del hospedero (DuBois KN. et al.,
2012). Posteriormente, mediante analisis in silico se han identificado posibles ortélogos de
laminas en E. invadens, Gregarina melanopli, Euglena gracilis, Giardia y Trichomonas, lo
gue indica que la ldmina no es exclusiva de los metazoarios (Kollmar M, 2015). Por lo tanto,
la proteina de 78 kDa identificada en E. histolytica en este estudio podria ser una lamina—
like que también podria estar implicada en regular la expresién génica, como ha sido
reportado en eucariontes y en T. brucei. Por lo tanto, el desarrollo de parasitos knock — out
o knock — down para el gen que codifica para esta proteina nos permitirian dilucidar su
participacion en la organizacion del genomay, por lo tanto, en la regulacion de la expresion
génica en E. histolytica. Ademas, la implementacion de otras técnicas como la Captura de
Conformacion Cromosoémica (3C) o HiC, nos permitirian mapear las regiones de contacto

entre la cromatina y esta proteina lamina — like.
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En el caso de E. invadens no se identific6 experimentalmente la presencia de la lamina por
lo que no sabemos si esta podria estar participando en el anclaje de cromosomas circulares
en este pardsito. Si bien en eucariontes no se ha descrito la presencia de cromosomas
circulares y su anclaje a la membrana nuclear, en el caso de bacterias que cuentan con
cromosomas circulares como es el caso de Bacillus subtilis, se sabe que una proteina
llamada RacA se acumula y se concentra cerca de un polo de la célula antes del proceso
de esporulacion y esto permite que haya un reposicionamiento y anclaje del origen de
replicacion hacia este polo de la membrana plasmética a través de la proteina DivIVA
(Badrinarayanan A. et al; 2015). En nuestro caso, desconocemos si en E. histolytica o E.
invadens exista alguna proteina similar a las identificadas en bacterias que permita el
anclaje de los cromosomas circulares del parasito a la region de la periferia nuclear de

manera independiente a la presencia de la lamina.

Por otra parte, en E. histolytica se identificaron dos distintos cuerpos nucleares como lo son
el nucléolo y los speckles. La presencia del nucléolo en la region de la periferia nuclear en
E. histolytica habia sido previamente demostrada (Jhingan GD. et al., 2009). Comparando
con lo previamente reportado, en nuestro trabajo se identificaron dos patrones de
localizacién adicionales, uno de ellos en solo un polo del nucleo y otro localizado en dos
polos del ndcleo. Esta dinamica de localizacién del nucléolo se ha demostrado que puede
ser dependiente de ciclo celular. Por ejemplo, en P. falciparum el rDNA se localiza en un
polo del ntcleo durante el estadio de anillo. Sin embargo, durante la replicacién el rDNA se
separa en unidades individuales observandose como multiples “focis”, demostrando que la
organizacion del nucleolo es dependiente del ciclo celular (Mancio-Silva L. et al., 2010). En
el caso de E. histolytica, y de acuerdo con los patrones de localizacién observados en
nuestro trabajo (figura 22 D), proponemos que el nucléolo también podria ser un

compartimento altamente dinamico dependiente de ciclo celular.

En el caso de los speckles, son cuerpos nucleares altamente conservados, los cuales se
especializan en el almacenaje de factores involucrados en el splicing en los sitios activos
de transcripcion, por lo que son observados dentro del nucleo con un patrén irregular
puntiforme que varian en tamafio y forma (Spector DL y Lamond Al., 2011). Considerando
gue los speckles son estructuras altamente conservadas, es que decidimos determinar si
estas estructuras se encuentran presentes en el nicleo de E. histolytica, ya que se sabe

gue en este parasito el 30% de los genes anotados en el genoma se predice que contienen
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intrones (Loftus B et al., 2005; Weedall GD y Hall N., 2011), muchos de ellos estan
flanqueados en las regiones 5 y 3’ por los sitios donadores y aceptores del splicing
(GUUUGU y UAG, respectivamente) pero las secuencias branch point pierden cierto grado
de conservacion (Wilihoeft U. et al., 2001; Hon CC. et al., 2013) y ademas recientemente
se describio la existencia de algunos factores que constituyen el spliceosoma en este
parasito (Valdés J. et al., 2014; 2018). Por lo que en este proyecto los resultados obtenidos
sugieren la existencia de este cuerpo nuclear en donde, de acuerdo con la literatura, se
encontrarian los factores del splicing necesarios para la eliminacién de los intrones en los
MRNA de E. histolytica. Finalmente, los ensayos de co-localizacion entre la nucleolina y
PRP®6, siendo esta ultima una proteina precursora del procesamiento del RNA (PRP), la
cual se asocia a las ribonucleoproteinas pequefias nucleares (snRNPs) U4/U6, que
conforman la subunidad grande del complejo de pre-ensamblaje del spliceosoma (DE
Agafonov, et al., 2016), indican que cuando PRP6 esté en el interior del nucleo, no co-
localiza con la nucleolina, sin embargo, cuando ambas proteinas se encuentran en la
periferia o en un polo del nicleo si existe la co-localizacion, lo que nos esta sugiriendo que
las proteinas que constituyen ambos cuerpos nucleares son altamente dinamicas. Ademas,
existen evidencias que sugieren que proteinas especificas de un organelo no membranoso
pueden no solo residir en el cuerpo nuclear en donde ejercen su funcién, sino que también
pueden viajar en el interior del nucleo y estar en otros cuerpos nucleares (Pederson T, 2000;
Carmo-Fonseca M, 2002).

Con la idea en mente de que la fibrilarina asi como PRP6 son proteinas que también se
encuentran en E. invadens, pensamos que al emplear estos anticuerpos que fueron
generados para estas proteinas en E. histolytica iba a existir una reactividad en los ensayos
en E. invadens, sin embargo, no se pudo obtener una sefial para ambas proteinas, razén
por la cual no fue posible determinar la localizacion de estos cuerpos nucleares en
trofozoitos y quistes, por lo que aun queda abierta esa pregunta respecto a la dinAmica de

la localizacion de ambos cuerpos nucleares en ambas fases de E. invadens.

Sabemos que el agente de importancia clinica es E. histolytica, sin embargo, hasta el
momento el proceso de enquistamiento in vitro en este parasito no ha sido logrado con una
alta eficiencia y esa es la razén por la cual se ha empleado a E. invadens para estudiar los
mecanismos involucrados en este proceso. Para validar que E. invadens es un buen modelo

de estudio y que los resultados obtenidos en este parasito (al menos en trofozoitos) pueden
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ser extrapolados a E. histolytica, se realizaron los experimentos de WB para la identificacion
de PTMs asi como las inmunofluorescencias en trofozoitos de E. histolytica, en donde se
encontraron presentes las PTMs identificadas en E. invadens. Nuestros resultados indican
que las PTMs estudiadas en E. histolytica tienen una localizacion similar en E. invadens.
Estos resultados sugieren, por una parte, que las marcas epigenéticas y probablemente los
mecanismos epigenéticos se conservan en estas dos especies de Entamoeba y ademas,
que E. invadens es un buen modelo de estudio para los procesos que ocurran en E.

histolytica, por lo que probablemente, esto también ocurra en la fase de quiste.

Considerando los resultados obtenidos con la arquitectura nuclear en trofozoitos y quistes
de E. invadens, proponemos el siguiente modelo en donde existe una localizacion
diferencial en las marcas de activacion transcripcional entre trofozoitos y quistes,
localizandose en todo el ndcleo excepto en la region de la periferia en trofozoitos, mientras
que en el caso de los quistes estas marcas se localizan en todo el nucleo excepto en la
region central. La localizacion de estas marcas en los quistes de E. invadens presenta una
arquitectura nuclear inversa que difiere de lo reportado en eucariontes, Ademas, en el caso
de los trofozoitos, una proteina asociada a represion transcripcional como es HDAC3 se
localiza en el centro del nucleo, lo que nos sugiere que no existe una compartamentalizacién
de regiones de eucromatina y heterocromatina al menos en esta fase del parasito. Ademas,
se sugiere la presencia de una lamina B1 — like cuyas funciones alun no han sido descritas
en este parasito y debido a la presencia de cromosomas circulares, cabe la posibilidad de
podrian existir proteinas que permitan el anclaje de este tipo de cromosomas a la periferia
nuclear (Figura 43). Es decir, hasta este momento no sabemos si existen territorios
cromosomales en este parasito y como estos pudieran participar en regular la expresién de

genes en E. invadens.
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Trofozoito Quiste

H4 pan - acetilada
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Figura 43. Modelo propuesto para la arquitectura nuclear en trofozoitos y quistes de E. invadens. Existe una
localizacién diferencial de marcas epigenéticas asociadas a actividad transcripcional, entre trofozoitos y quistes de E.
invadens. En el caso de los trofozoitos estas marcas de activacion transcripcional se encuentran distribuidas en todo el nicleo,
mientras que en el caso de los quistes estas marcas epigenéticas se localizan todo el ndcleo excepto en la regién central.
Ademas, en el caso de los trofozoitos, una proteina asociada a generar estados de represion transcripcional como es la
HDACS3, se localiz6 en la regién central del nicleo. Esto sugiere que la arquitectura nuclear de este parasito se encuentra
invertida en comparacién con lo observado en otros eucariontes en donde las regiones de eucromatina se localizan en la
region central, mientras que las regiones de heterocromatina se localizan en la periferia nuclear. Por otro lado, se identificé la
presencia de una proteina lamina B1 like, la cual pudiera jugar un papel en la organizacién de los cromosomas de Entamoeba,
sin embargo, hasta la fecha se desconocen sus funciones y si esta es capaz de interactuar con cromosomas circulares,
permitiendo la formacién de territorios cromosomales en el nicleo de este parasito.

8.3 Participacion de la acetilacion de histonas en el enquistamiento de E.

invadens.
Los parasitos protozoarios tienen ciclos de vida complejos que involucran diferentes fases
de desarrollo en donde ocurren diversos eventos como son: modificaciones morfoldgicas,
asi como cambio en la expresion de genes con la finalidad de sobrevivir a los ambientes
poco favorables. Se ha establecido que la acetilacién y la desacetilacion, de las histonas
realizadas por las HATs y HDACs respectivamente, juegan un papel critico en el ciclo de
vida de parasitos protozoarios del género Apicomplexa como son P. falciparum y T. gondii,
y en los tripanosomatidos como T. brucei y Leishmania spp. Ademas en todos estos
parasitos, se han identificado genes que codifican para ortélogos de las HATs y HDACs, y
se ha demostrado que el bloqueo de su funcion a través de la utilizacion de diferentes
inhibidores farmacolégicos de las HDACs como la apicidina, el TSA, y los derivados de
acidos grasos de cadena corta como butirato de sodio o acido valpréico, conducen a una
menor tasa de multiplicacion in vitro, asi como a una reduccion de la expresion de genes
implicados en las transiciones de estadio en T. gondii, P. falciparum, T. brucei y
Schistosoma mansoni (Ouaissi M y Ouaissi A., 2006; Andrews KT et al., 2012; Hansen FK
et al., 2014).
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Como se menciond, en el caso de E. invadens mediante analisis in silico identificamos dos
genes que codifican para una HDAC de la clase | con un 87% de homologia entre si a nivel
de proteina y que ambas proteinas son ortélogas de la HDAC3 de H. sapiens. Este
resultado es interesante ya que se ha demostrado que en otro parasito protozoario como
es G. lamblia, también cuenta con una sola HDAC de la clase I, la cual también es ortdloga
a la HDAC3 de H. sapiens (Sonda S. et al., 2010). Esto nos indica la alta conservacion de
esta proteina en pardsitos protozoarios y sugiere que probablemente en los parasitos que
divergieron mas tempranamente, la existencia de una HDAC de la clase | seria suficiente
para desacetilar las histonas en ambos parasitos, lo cual de comprobarse contrastaria con
lo que ha sido reportado para otros eucariontes donde existe mas de una HDAC de la clase
l.

En el caso de E. invadens, existen evidencias experimentales que demuestran que al
inducir el enquistamiento en presencia de acidos grasos de cadena corta como son:
acetato, propionato y butirato (inhibidores de HDACS), este proceso no se lleva a cabo, lo
que sugiere que la desacetilacion es un mecanismo que participa en regular el

enquistamiento (Byers J. et al., 2005).

Una vez que habiamos determinado que la histona H4 de E. invadens era acetilada en
varios residuos y para averiguar si de manera similar a lo encontrado en G. lamblia en
donde la desacetilacién de histonas participaba en el enquistamiento, se utilizé un inhibidor
de las HDACs que ha sido ampliamente empleado como es la TSA, el cual se sabe inhibe
la actividad de las HDACs de la clase | y Il a unirse irreversiblemente con algunos
aminoacidos del sitio catalitico (acido aspartico/histidina), asi como con el Zinc, que es el
cofactor requerido para realizar la desacetilacion de su sustrato, bloqueando de esta
manera la actividad catalitica de las HDACs del tipo | y Il (Finnin MS. et al., 1999; Zhang L.
et al., 2018).

En este trabajo mediante docking molecular se observé que la TSA interactia con ambas
EiIHDAC3 de manera similar a lo que ha sido observado para otras HDACSs, lo que nos
estaria sugiriendo que el empleo de TSA permitiria bloquear la actividad de EIHDAC3 y de
esta manera conocer el papel de la acetilacion en el enquistamiento de E. invadens. Al
realizar los ensayos de enquistamiento durante 24 h en presencia o ausencia de TSA el

resultado nos indic6 que existia una drastica disminucién en el porcentaje de
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enquistamiento en las células tratadas con TSA en comparacion con las que no contenian
TSA. Ademas, se verificé mediante ensayos de gRT — PCR que algunos genes involucrados
en la via de la sintesis de quitina, asi como en la formacion de la pared del quiste se
encuentran disminuidos en las células enquistadas en presencia de TSA, lo que nos
confirma el hecho de que existe una desregulacibn de genes que a su vez estarian

probablemente regulados por los estados de acetilacion y desacetilacion de las histonas.

Si bien, el hecho de que EiIHDAC3 es la Unica HDAC de la clase | identificada en este
parasito, el empleo de un inhibidor para esta clase de proteina como es la TSA nos estaria
sugiriendo que hay un bloqueo en la actividad de EIHDAC3 y que esto impacta en el
enquistamiento. Sin embargo, es de suma importancia corroborar que el efecto esté dado
por la inhibiciébn especifica de esta proteina, por lo que para complementar y reforzar
nuestros hallazgos es necesario realizar ensayos de actividad especificos para EIHDAC3
en presencia de TSA en donde se esperaria encontrar disminuida su actividad o bien,
realizar el silenciamiento de EiIHDAC3 en trofozoitos de E. invadens mediante el uso de
siRNAs, la posterior induccion del enquistamiento y demostrar que ocurre el mismo
fendmeno que cuando se emplea la TSA, lo cual nos diria con toda certeza que se debe a
la accion de la EIHDACS3.

Otra manera en la que se podria confirmar que la disminucién en el enquistamiento se debe
a la inhibicion de la actividad de EIHDACS es el empleo de la droga FR235222, la cual se
demostré que en T. gondii que bloquea a HDAC3 vy esto impacta en la diferenciacion de
taquizoito (fase replicativa) a bradizoito (fase no replicativa) (Bougdour A. et al., 2009)
mientras que esta misma droga en G. lamblia también bloquea especificamente la actividad
de HDAC3 y esto ocasiona un menor porcentaje de enquistamiento de este parasito lo cual
sugiere que HDAC3 es un regulador central en el control de la expresién de genes y la
conversion de estadio (Sonda S. et al., 2010), Ademas, en este parasito, al ser la HDAC3
la Unica HDAC de la clase | identificada, estos hallazgos refuerzan la importancia de esta
desacetilasa en un proceso tan importante para G. lamblia como lo es el enquistamiento y

ahora, de acuerdo a nuestros hallazgos, también en el enquistamiento de E. invadens.
Considerando los hallazgos respecto al posible papel de EIHDAC3 en la regulacion del

enquistamiento, esta proteina se vuelve una molécula blanco para el bloqueo de la

transmision de la enfermedad, ya que si se identifica o se disefia in silico alguna molécula
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gue sea capaz de unirse a una region exclusiva de EIHDAC3 como podria ser el extremo
COOH que de acuerdo al alineamiento a nivel de proteina es la region en la que difiere mas
de la HDAC3 de humano, presentando una identidad de 30%. Esto podria bloquear en el
enquistamiento y como consecuencia, esto impactaria en la transmision de la enfermedad,

lo que permitira el desarrollo de una epidroga especifica para este parasito.

Tomando en cuenta los resultados respecto al papel de la acetilacion en el enquistamiento
de E. invadens, proponemos el siguiente modelo en donde la histona H4 de este parasito
se encuentra acetilada en los residuos de K5, K8, K12 y K16. Estas PTMs pudieran ser
eliminadas, probablemente por EIHDAC3

, lo que ocasiona que estos residuos se encuentren disponibles para la adicién de otras
PTMs o el acceso de factores de transcripcion que permiten el encendido de genes
implicados en el enquistamiento. Sin embargo, cuando existe un bloqueo de la actividad de
las HDACs de la clase | (probablemente EIHDAC3) mediante el uso de la TSA, se generan
estados de hiperacetilacion que conllevan a que estos residuos no estén accesibles para
ser modificados por proteinas escritoras y a su vez se bloquee el acceso de factores de
transcripcién que sean necesarios para el encendido de genes implicados en el proceso de
enquistamiento de E. invadens (Figura 44).
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Acetilacion

Hiperacetilacion

H4
MGSGRGKGGKGVVLGKGSKGAKASKGGKRIRTKTQQ

EiHDAC3

H4
MSGRGKGGKGVVLGKGSKGAKASKGGKRIRTKTQQ

HKMT
PRMT
Cinasas

Enquistamiento

Figura 44. Modelo propuesto para el papel de la acetilacion en el enquistamiento de E. invadens. A) La histona H4 en
E. invadens se encuentra acetilada en las K5, K8, K12 y K16. Estas PTMs son eliminadas por la EIHDAC3 dejando estos
residuos accesibles a otras PTMs asi como a factores de transcripcion que permiten el encendido de genes implicados en el
enquistamiento. B) El blogueo de la actividad de EIHDAC3 mediante el uso de la TSA genera estados de hiperacetilacion, lo
cual conlleva a que estos residuos no estén accesibles para ser modificados por proteinas escritoras y a su vez se bloquee
el acceso de factores de transcripcién que sean necesarios para el encendido de genes implicados en el proceso de
enquistamiento de E. invadens.
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8.4 Papel de las sirtuinas en el enquistamiento de E. invadens.
Las HDACs de la clase Il o sirtuinas, son proteinas que regulan los estados de acetilacion
tanto de histonas como de sustratos no histénicos, ademas que se caracterizan por ser

sensores del metabolismo ya que esta condicion favorece su actividad catalitica.

Respecto al papel de estas proteinas en Entamoeba se sabe muy poco; Unicamente ha
sido caracterizada una sirtuina en E. histolytica denominada EhSir2a, la cual se demostré
que es la responsable de la acetilacién de tubulina, sin embargo, sus posibles funciones
tanto en el citoplasma como en el ndcleo no han sido aun caracterizadas (Dam S. y Lohia
A., 2010).

En el caso de E. invadens, en el presente trabajo identificamos y confirmamos la expresion
de 5 genes que podrian codificar para estas proteinas y ademas demostramos que estos
genes tienen diferentes niveles de expresion a lo largo del enquistamiento. De manera
particular, se confirmé el aumento de la expresion del gen que denominamos EiSir2 durante
el enquistamiento, lo cual previamente habia sido reportado por el grupo del Dr. Tomoyoshi
Nozaki y de manera adicional, el gen denominado EiSir4 también presenta un aumento en
sus niveles de expresion del mRNA a las 24 y 48 h post — enquistamiento. Hasta este
momento, Unicamente describimos estos diferentes perfiles de expresion, pero queda
pendiente estudiar cudl es el papel de las sirtuinas en el enquistamiento, lo cual podria
responderse mediante la generaciéon de parasitos knock — down y evaluar su impacto en el
enquistamiento, lo cual nos estaria demostrando que las sirtuinas regulan genes gque

participan en el enquistamiento.
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9. CONCLUSIONES

v/ Se identificaron por primera vez PTMs presentes en la histona H4 de trofozoitos de
E. histolytica asi como en trofozoitos y quistes de E. invadens como son la
acetilacion de los residuos de K5, K8, K12 y K16 y la monometilacién de la R3, todas

estas asociadas a activacién transcripcional.

v' Por primera ocasién se determin6 que la localizacion de estas PTMs asociadas a
activacion transcripcional en el nacleo de trofozoitos y quistes de E. invadens es
diferente entre ambas fases.

v" En el caso de los quistes de E. invadens, su localizacion difiere de lo reportado en
eucariontes, ya que se ubican en la periferia y no en la parte central del ntcleo, lo

gue sugiere la presencia de una arquitectura nuclear inversa.

v' En trofozoitos de E. histolytica se identificé la presencia y localizacién de una lamina
B1 - like asi como dos cuerpos nucleares: los speckles y el nacleolo, implicados en
los procesos de splicing y sintesis del rRNA, respectivamente, lo que probablemente

sugiere que la lamina B1 participe en la regulacién de la expresion de genes.

v' E. invadens cuenta con una sola HDAC de la clase I, ortéloga de la HDAC3 de H.

sapiens.

v' La hiperacetilacién de la histona H4 ocasionada por el uso de la TSA, impacta
negativamente en el enquistamiento de E. invadens al desregular de manera directa
o indirecta a genes implicados en la formacién de la pared del quiste y en la via de

la sintesis de la quitina, probablemente a través de EIHDACS.

v' Existen dos sirtuinas (EiSir2 y EiSir4) que aumentan sus niveles de expresion

durante el enquistamiento.
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10. PERSPECTIVAS

v Determinar el papel funcional de cada una de las PTMs identificadas en la histona
H4 mediante ensayos de ChIP, lo que nos permitiria determinar si estas PTMs se
encuentran presentes en las regiones promotoras de genes activos en trofozoitos
y/o quistes, y de esta forma averiguar si estas PTMs tienen un impacto en regular
la expresion de genes.

v' Realizar ensayos de RNA-FISH acoplados a inmunofluorescencia tanto en
trofozoitos como en quistes marcando genes activos en cada fase del pardsito, lo
que permitira relacionar la presencia de marcas epigenéticas con la regulacion de

la expresion de genes.

v" Implementar tanto en E. histolytica como en E. invadens algunas técnicas como la
Captura de Conformacién Cromosomica (3C) o HiC, nos permitirian mapear las
regiones de contacto entre la cromatina y la lamina - like, para dilucidar su
participacion en la organizacion del genoma y, por lo tanto, en la regulacién de la

expresion génica

v' Estudiar el papel de la proteina MYST mediante la generacién de parasitos knock —
down para establecer si esta es la enzima responsable de la acetilacion de la
histona H4 tanto en E. histolytica como en E. invadens y si esto impacta en el

enguistamiento.

v' Confirmar que el bloqueo de EIHDAC3 impacta en el enquistamiento mediante dos
estrategias: 1. a través del silenciamiento de este gen en E. invadens mediante el
uso de siRNA, o 2. mediante el empleo de la droga FR235222, la cual inhibe
especificamente la actividad de HDACS3.

v' Estudiar el papel de las sirtuinas en el enquistamiento mediante la generacion de

parasitos knock — down.
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12. ANEXOS

Tabla IV: Lista de oligonucle6tidos empleados en los ensayos de PCR.

Nombre Secuencia (5’ — 3’)
EIN327460 FWD AACAAGTCGGGTTGGTCTTG
EIN327460 RVS CTCGAATGTTCCAGCAGTCA
EiIHDAC3 FWD CGTTTGTCCAAACKGTAGTTG
EiIHDAC3 RVS GTCGCTTTGAACGCYTCTTC
EiJacobl FWD CTGGCGCATCAACAAAACCA
EiJacobl RVS ACTCGTTGTCGTGCTTCCC
EiJacob2 FWD TCCGTGCATTCTTGATGGGT
EiJacob2 RVS GGGGCACTTCATGAAACCC
EiJessie3a FWD ATGAATGCTCGCTTCACCCA
EiJessie3a RVS AACATTCCAGGGTTGAGTCC
EiJessie3b FWD CGGCTCACTTACCACTCGT
EiJessie3b RVS TCCGAGGGTCTTCCAATCC
EiChitinasel FWD TGCATGGTTCTTGGGACGAT
EiChitinasel RVS GTTGGCTGATTTCAAAGTCCA
EiChitinase2 FWD AGCGCAATCCAATTTGCGAG
EiChitinase 2 RVS TCTTCTTATTACAGTAGCCGC
EiChitinase3 FWD GAGCGGCATTTATCAGGAAC
EiChitinase3 RVS CGCTGCTTTGGGCTTCACT
EiGIn6Pi FWD TCAACTGAACTTTGCGCAGC
EiGIn6Pi RVS CCAACCATACAACAGCTTGTT
EiGNA FWD GAATTTCGACCGCTAAGTCG
EiGNA RVS TGTGTCTCGATGTCTTCTGC
EiChitin Synthasel FWD | ATGCAAACCACATGTCCGAG
EiChitin Synthasel RVS GGTCAAACACACGGACAACA
EiChitin Synthase2 FWD | TGTGTGTATCGCACCGTTCA
EiChitin Synthase2 RVS GGCATAGAACGTACACATCC
EiSir2 FWD TATGACCCCGCAACATACGG
EiSir2 RVS TAACTCCGCAAGGCATTGGT
EiSir3 FWD TCGTTCGAAGGGTGGGATG
EiSir3 RVS CGCTTTCGTCGGTTGTTTGT
EiSir4 FWD GAGTGCACAACCCAATGCAG
EiSir4 RVS ATGAAGTTCGGCGCAGTCTT
EiSir5 FWD CAACACCAACGCACCACTTT
EiSir5 RVS GGATATTCGCGACGGTCTCC
EiSir6 FWD CGAACGTGTTACTGCGTGTG
EiSir6 RVS GTTTCATCAACCCGCCACAC
EiSir7 FWD TGACTGTGGTGGTCGTGATG
EiSir7 RVS AGCAAACTGGATGGTCGTGT

EiSirDC BamHI FWD

CgGGATCCGGCGCGGGAATCTCCGTTGAGTCG

EiSirDC EcoRI RVS

gGAATTCTTACGGCGCGACTTGTAGTGAAGT

EiSirDC Hindlll FWD

CcCAAGCTTGGCGCGGGAATCTCCGTTGAGTCG

EiSirDC Kpnl RVS

9ggGGTACCTTACGGCGCGACTTGTAGTGAAGT
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Abstract

Background: In human hosts, Entamoeba histolytica cysts can develop into trophozoites, suggesting that the life
cycle of this parasite are regulated by changes in gene expression. To date, some evidence has suggested that
epigenetic mechanisms such as DNA methylation and histone modification are involved in the regulation of gene
expression in Entamoeba. Some post-translational modifications (PTMs) at the N-terminus of E. histolytica’s histones
have been reported experimentally, including tri-methylation in the lysine 4 of histone H3 (H3K4me3) and dimethylation
in the lysine 27 of histone H3 (H3K27me2), dimethylation of arginine 3 (H4R3me2) and the indirect acetylation of histone
H4 in the N-terminal region. However, it is not known which residues of histone H4 are subject to acetylation and/or
methylation or where in the nucleus these epigenetic marks are located.

Methods: Histones from trophozoites of E. histolytica were obtained and analyzed by LC-MS/MS. WB assays were
performed using antibodies against epigenetic marks (acetylated lysines and methylated arginines). Immunofluorescence
assays (IFA) were carried out to determine the distribution of PTMs and the localization of DNA methylation as a
heterochromatin marker. Nuclear bodies such as the nucleolus were identified by using antibodies against fibrillarin
and nucleolin and speckles by using anti-PRP6 antibody.

Results: Some new PTMs in histone H4 of E. histolytica, such as the acetylation of lysines 5, 8, 12 and 16 and the
monomethylation of arginine 3, were identified by WB. IFA demonstrated that some marks are associated with
transcriptional activity (such as acetylation and/or methylation) and that these marks are distributed throughout
the E. histolytica nucleus. Staining with antibodies against anti-pan-acetylated lysine H4 histone and 5-methy!
cytosine showed that the activation and transcriptional repression marks converge. Additionally, two nuclear
bodies, the nucleolus and speckles, were identified in this parasite.

Conclusions: This study provides the first evidence that the nucleus of E. histolytica is not compartmentalized
and contains two nuclear bodies, the nucleolus and speckles, the latter of which was not identified previously.
The challenge is now to understand how these epigenetic marks and nuclear bodies work together to regulate
gene expression in £. histolytica.
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Background

The parasite Entamoeba histolytica has two morphologic-
ally distinct life stages: the cyst, which is the infectious
form that transmits disease from person to person, and
the trophozoite, which is the invasive form that multiplies
in the colon and can eventually invade the liver, brain and
lungs. A total of 500 million people worldwide are affected
by this parasite; resulting in 50 million cases of invasive
disease and approx. 70,000 deaths annually [1].

Despite the medical relevance of E. histolytica, very little
is known about how gene expression is modulated in this
parasite during the invasion of its human host or the en-
cystation process. Changes in the abundance of transcripts
in E. histolytica are associated with human host invasion
[2] and with conversion between the cyst and the tropho-
zoite form. However, the molecular mechanisms that
regulate gene expression in this parasite are poorly under-
stood. A number of cis elements that function as gene
promoters in this parasite and transcription factors that
recognize these elements have been described [3]. Add-
itionally, it has been shown that the E. histolytica genome
is organized into chromatin, whose fundamental unit is
the nucleosome [4], and contains genes encoding histones
H2A, H2B, H3 and H4. Thus, it is very likely that these
histones form the nucleosomes of this parasite. However,
the DNA that separates each nucleosome (the DNA
linker) exhibits an irregular length compared with the
40 bp DNA linker found in metazoans [4]. Furthermore, it
has been found that although the amino - terminus of the
E. histolytica histones diverge from the primary sequence
present in the metazoan histones, they are highly basic
and contain several lysine and arginine residues that
may be potential targets for post-translational modifica-
tions such as acetylation and methylation, through the ac-
tion of histone acetyltransferases (HATs) or lysine or
arginine methyl transferases (HKMTs or PRMTs), respect-
ively [5]. In silico analysis of the E. histolytica genome has
revealed the presence of HAT enzymes belonging to the
GNAT and MYST families as well as the presence of a pro-
tein capable of removing acetyl groups present at the
amino-terminus of histones, a class I histone deacetylase
(HDAC) [6]. To date, the only post-translational modi-
fications that have experimentally been shown to occur
at the amino-terminus of histone H3 are the di- and
tri-methylation of lysine 4 (H3K4me2/3) in Entamoeba
[7], which are associated with changes in transcriptional
activity, as well as the di-methylation of lysine 27, which is
highly enriched in genes silenced through RNA interfer-
ence (RNAI) [8]. In the case of E. histolytica, histone H4
shares 71 % identity with the mammalian histone H4 [5].
The differences primarily occur in the amino-terminus of
histone H4, where three insertions that do not exist in
other eukaryotic histone H4 genes are found. One of these
insertions is located at the beginning of the NH,-terminus,
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while the second is located between amino acids 10 and
11, and the third is located after amino acid 14 [5]. This
last insertion site merits particular attention due to the
presence of three extra lysine residues, which could serve
as targets for post-translational modifications such as
acetylation or methylation. However, it is not known which
residues of histone H4 are subject to acetylation and/or
methylation, where in the nucleus these epigenetic marks
are located, and what roles they play in the nuclear archi-
tecture. To address these questions, western blot (WB)
analyses and immunofluorescence assays (IFAs) were per-
formed using commercial antibodies against histone H4.
Our data suggest that histone H4 is acetylated at lysine
residues (K) K5, K8, K12 and K16 and that arginine 3 is
mono-methylated. However, antibodies that recognize tri-
methylated K20 did not detect this epigenetic mark at
histone H4. Furthermore, IFAs performed with antibodies
directed against pan-acetyl histone H4 and monomethyl
arginine 3 of histone H4 showed that these epigenetic
marks associated with transcriptional activation are distrib-
uted throughout the nucleus. A similar distribution pattern
was found using an antibody that detects DNA methyla-
tion (5-methyl cytosine). Taken together, these data indi-
cate that unlike what has been reported in eukaryotes and
other parasites, the nucleus of this parasite is not compart-
mentalized and contains two types of nuclear bodies: the
nucleolus and speckles.

Methods

Cell cultures of E. histolytica

Trophozoites of E. histolytica strain HM1:IMSS were
axenically cultured at 37 °C in TYI-S-33 medium and
harvested from confluent cultures as described [9].

Nuclear acid protein extracts

Nuclear proteins were obtained as previously described
by Byers et al, 2005 [10] with some modifications.
Briefly, 8 x 107 log phase cells were chilled and centri-
fuged for 5 min at 500 x g and washed twice with ice-
cold PBS. Trophozoites were resuspended in 1 ml of
lysis buffer (10 mM Tris pH 6.5, 27 mM Na,S,05, 1 %
Triton X-100, 10 mM MgCl,, 25 mM sucrose) and incu-
bating at 4 °C for 10 min. Trophozoites were lysed by 25
strokes on a prechilled Douncer homogenizer and the
sample was centrifuged at 1000 x g for 10 min at 4 °C.
The supernatant containing the cytoplasmic fraction was
recovered and kept at —80 °C. The nuclei were purified
by sucrose gradient centrifugation. For this purpose, the
nuclei were resuspended in 333 pL ml of extraction
buffer (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCI, 0.1 mM
EDTA pH 8.0, 0.1 mM EGTA pH 8.0) and the resulting
suspension was layered on 1 ml of extraction buffer
containing 0.34 M sucrose. The sample was centrifuged
at 9600 x g for 5 min at 4 °C. The supernatant was
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discarded, whereas the pellet, corresponding to the
nuclear fraction, was resuspended in 100 pl of Tris-
EDTA buffer (28.5 mM Tris pH 7.4, 37 mM EDTA) with
0.4 M of HCl and incubating overnight at 4 °C. The acid
extract was centrifuged for 10 min at 21,000 x g. 800 pL
of ice-cold acetone was added to the supernatant, and
the mixture was incubated overnight at —20 °C. Precipitated
proteins were collected by centrifugation at 21,000 x g for
15 min, washed once with acetone and air dried. The pellet
was resuspended in Tris—HCl pH 8.8 and stored at —20 °C.
All buffers used in this protocol contained protease inhibi-
tors (Complete, EDTA-free, Roche).

Nuclear proteins preparation

8 x 107 log phase cells were lysed as described above, and
the nuclear fractions were purified by sucrose gradient
centrifugation. The pellet was resuspended in 100 pl of
RIPA buffer (50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 1 % NP-40, 0.5 % sodium deoxycholate, 0.1 %
SDS) keeping it on ice for 30 min, mixing occasionally.
The sample was centrifuged at 21,000 x g for 20 min at 4 °
C and the supernatant was recovered and stored at -20 °
C. All buffers used in this protocol contained protease in-
hibitors (Complete, EDTA-free, Roche).

Mass spectrometry analysis of E. histolytica histones
Proteins were proteolytically digested in-gel after reduc-
tion in 10 mM DTT and alkylation in 55 mM iodoaceta-
mide (both buffered in 50 mM ammonium bicarbonate).
Sequencing grade trypsin (250 ng, Promega) in 50 mM
ammonium bicarbonate was used to digest protein over-
night at 37 °C. Digested peptides were analyzed by LC-
MS/MS on a Thermo Scientific Exactive Plus Orbitrap
Mass Spectrometer in conjunction with an EASY-nLC II
nano UHPLC and Proxeon nanospray source. The
digested peptides were loaded on a 100 micron x 25 mm
Magic C18 100 A 5U reverse phase trap where they were
desalted online before being separated using a 75 mi-
cron x 150 mm Magic C18 200 A 3U reverse phase
column. Peptides were eluted with an increasing per-
centage of acetonitrile over the course of a 60 min gradi-
ent with a flow rate of 300 nl/min. An MS survey scan
was obtained for the m/z range 300—-1600 and acquired
with a resolution of 70,000 and a target of 1 x 10° ions
or a maximum injection time of 30 msec. MS/MS spec-
tra were acquired using a top 15 method where the top
15 ions in the MS spectra were subjected to HCD (High
Energy Collisional Dissociation). MS/MS spectra were
acquired with a resolution of 17,500 and a target of 5 x
1074 or a maximum injection time of 50 msec. An isola-
tion mass window of 1.6 m/z was used for precursor ion
selection, charge states 2—4 were accepted, and a nor-
malized collision energy of 27 % was used for fragmenta-
tion. A 5 s duration was used for dynamic exclusion.
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Tandem mass spectra were extracted and charge
state deconvoluted with Proteome Discoverer (Thermo
Scientific) and searched using X! Tandem (The GPM,
thegpm.org; version Sledgehammer 2013.09.01.2)). X!
Tandem was set to search all proteins in the Uniprot.org E.
histolytica database (April 21 2015) plus the cRAP database
of common laboratory contaminants (www.thegpm.org/
crap/; 114 entries), and an equal number of reverse protein
sequences (16,138 entries total). X! Tandem was searched
with a parent ion mass tolerance of 20 PPM, a fragment
ion tolerance of 20 PPM, and trypsin as the digestion
enzyme with 1 maximum missed cleavage. Carbamido-
methylation of cysteine was specified as a fixed modifica-
tion. Deamidation of asparagine and glutamine, oxidation
of methionine and tryptophan, and Glu- > pyro-Glu,
Gln- > pyro-Glu, and ammonia loss of the n-terminus
were specified as variable modifications.

Scaffold (version 4.4.0, Proteome Software Inc., Portland,
OR) was used to validate MS/MS based protein and pep-
tide identifications. Peptide identifications were accepted if
they could be established at greater than 95.0 % probability
by the Scaffold Local FDR algorithm. Protein identifica-
tions were accepted if they could be established at greater
than 79.0 % probability to achieve an FDR less than 2.0 %
and contained at least 1 identified peptide. Actual protein
and peptides FDRs were 0 %. Protein probabilities were
assigned by the Protein Prophet algorithm (Nesvizhskii, Al
et al,, 2003) [11]. Proteins that contained similar peptides
and could not be differentiated based on MS/MS analysis
alone were grouped to satisfy the principles of parsimony.
Proteins sharing significant peptide evidence were grouped
into clusters.

Immunofluorescence assays

Trophozoites in a logarithmic growth phase were har-
vested and transferred on glass coverslips coating with
poly L - lysine and incubated for 3 h at 37 °C to let
them attach to the glass surface. An indirect immuno-
fluorescence assay was performed as follows. Amoebas
were fixed and permeabilized with cold methanol-acetone
50:50 for 10 min at room temperature and washed twice
with PBS buffer. After, trophozoites were incubated for 1 h
with 1 % bovine serum albumin in PBS buffer and samples
were reacted with anti-acetyl-histone H4 (Millipore 06-866)
1:1500, anti-histone H4 acetyl K12 antibody (Abcam
ab61238) 1:300, anti-histone H4 mono methyl R3 antibody
(Abcam ab17339) 1:200, anti-5-methylcytosine antibody
(Abcam ab10805) 1:25, anti-lamin Bl antibody
(Abcam ab16048) 1:200, anti C23 (H-250) antibody
(Santa Cruz sc-13057) 1:100, anti-fibrillarin 1:50 and
anti-PRP6 1:50 overnight at 4 °C. Then washed with
PBS and incubated for 1 h at 37 °C with Alexa Fluor®
568 goat anti-rabbit IgG (Invitrogen A11036) 1:200 and
Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (Invitrogen A-
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11001) 1:100. Nuclei were stained with 4,6-Diamidino-2-
Phenylindole (DAPI) Vectashield Mounting (Vector H-
1200) and samples were observed through a confocal
microscope Fluoview Olympus FV300. Software 4.3.

Western blot

Nuclear acid proteins were separated on 18 % polyacryl-
amide SDS-PAGE gel while nuclear extract were sepa-
rated on 10 % polyacrylamide SDS-PAGE gel and
transferred to a nitrocellulose membrane according to
the protocol described by Towbin et al., 1979 [12]. The
membrane was exposed to Ponceau S to verify the effi-
ciency of the transfer. The membrane was blocked with
5 % milk in PBS buffer- Tween-20 0.05 % (PBS-T) for
2 h at room temperature and then incubated with the
anti-histone H3 antibody (Abcam ab1791) 1:5000, anti-
histone H4 antibody (Santa Cruz sc-8658-R) 1:2000,
anti-acetyl-histone H4 (Millipore 06-866) 1:4000, anti-
histone H4 acetyl K12 antibody (Abcam ab61238)
1:2000, anti-histone H4 mono methyl R3 antibody
(Abcam ab17339) 1:500, anti-trimethyl-histone H4
(Lys20) antibody (Millipore 07-463) 1:500, anti-lamin B1
antibody (Abcam ab16048) 1:5,000, anti-fibrillarin
1:3,000, anti-PRP6 1:500, all diluted with 2 % milk PBS-
T overnight at 4 °C. The membranes were rinsed 3 times
with PBS-T and incubated for 2 h with a horseradish
peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-rabbit IgG anti-
body (Thermo Fisher Scientific G-21234) 1:7,500 or goat
anti-mouse IgG antibody (Thermo Fisher Scientific G-
21040) 1:7,500 diluted in 2 % milk PBS-T. The antibody
staining reaction on the membranes were developed by
SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Sub-
strate (Thermo Scientific 34095).

Results

In eukaryotes, the NH,-terminus of histone H4 can
undergo various post-translational modifications (PTMs),
such as the acetylation of lysine residues 5, 8, 12 and 16,
which are associated with transcriptional activation, and the
trimethylation of lysine 20 of histone H4 (H4K20me3),
which is associated with transcriptional repression [13]. To
determine whether the amino-terminus of Entamoeba
histone H4 also exhibits these PTMs, we initially obtained a
crude preparation of histones. For this purpose, the nuclei
of trophozoites were obtained, and an acid extraction was
performed to obtain basic proteins, including histones. This
preparation was separated using 18 % SDS-PAGE, and an
enrichment of the fraction from 10 to 20 kDa was observed
(Fig. 1a), suggesting that histones of E. histolytica were most
likely present in this region. To confirm this assumption,
WB assays were performed using commercial antibodies
recognizing the COOH-terminus of histones H3 and H4.
In the case of histone H3, a signal of approximately 15 kDa
was observed, and in the case of histone H4, the antibody
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identified a protein of approximately 13 kDa. As a positive
control for both antibodies, they were incubated with Bos
taurus thymus histones. As expected, the antibodies recog-
nized a 15 kDa band for histone H3 and band of 11.33 kDa
for histone H4. These data indicate that the histones of this
parasite are indeed present in the obtained preparation of
basic nuclear proteins. To confirm that this preparation
contained not only E. histolytica histones H3 and H4 but
also histones H2A and H2B, we proceeded to recover pro-
teins in the range of 10 to 17 kDa from the SDS-PAGE gel,
which were then analyzed via mass spectrometry (Fig. 1b).
The results revealed that the sample did include histones
H2A, H2B, H3 and H4 (Fig. 1c). All of these data indicated
that this basic nuclear preparation contained the four ca-
nonical histones [14]; none of the histone variants previ-
ously identified in other eukaryotes and protozoans were
observed in this analysis [14, 15].

As stated previously, the amino-terminus of histone
H4 exhibits three insertions compared with the primary
structure of eukaryotic histone H4 (Additional file 1:
Figure S1A). However, when these inserts are removed,
the amino-terminus of E. histolytica shows a high hom-
ology (~81 %) with the amino-terminus of yeast and hu-
man histone H4 (Additional file 1: Figure S1B). Taking this
into account, we decided to identify post-translational
modifications occurring on histone H4 of this parasite
using commercial antibodies. Alignment (Additional file 1:
Figure S1C) of the peptides used to obtain a pan-acetyl
antibody for Tetrahymena thermophilus with the N-
terminal region of histone H4 from E. histolytica
and Homo sapiens showed that lysines 5, 8, 12 and
16 are conserved at the amino-terminus of histone
H4 of E. histolytica (Additional file 1: Figure S1C).
Thus, we decided to use this antibody to perform
WB assays. The basic nuclear preparation was incu-
bated with the pan-acetyl antibody, and a 13 kDa
band was identified (Fig. 2b). Bos taurus histones
were used as a positive control for the pan-acetyl
histone antibody, which recognized an 11 kDa band
(Fig. 2b). These results suggest that E. histolytica
histone H4 is acetylated on one or more of the ly-
sines located at positions 5, 8, 12 and 16. Another
modification that occurs at the amino-terminus of histone
H4 is the monomethylation of arginine 3 (H4R3mel)
(Fig. 2a). Thus, the basic nuclear proteins obtained from
E. histolytica were incubated with a polyclonal antibody
against this epigenetic marker. As shown in Fig. 2b, this
antibody again recognized a 13 kDa protein, correspond-
ing to the previously established molecular weight of his-
tone H4 and indicating that this marker exists on arginine
3 of this parasite, as observed in eukaryotes. In addition,
this antibody also identified H4R3mel among the histones
of Bos taurus, with a weight of 11 kDa, as expected. In
mammalian cells, the majority of histone H4 methylation
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Fig. 1 The histones H2A, H2B, H3 and H4 are present in the basic nuclear proteins from E. histolytica. a Basic nuclear extracts from E. histolytica
were incubated with anti-H3 and anti-H4 antibodies. Histones from Bos taurus were used as a positive control and incubated with the same anti-
bodies. b Flowchart representation of the approaches used to isolate the protein present between 10 and 20 kDa using gel electrophoresis. The
recovered proteins were subjected to mass spectrometry. More than 100 proteins were identified by mass spectrometry. ¢ Four proteins showed
similarity to histones H2A, H2B, H3 and H4. The rectangle indicates the peptide identified for each histone

C histone 820 Entanoeba histolytica (17.645 kDa)
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Histone H28 Entanoeba histolytica (14.520 kDa)
M DKASQKKSVATKDATKPKKAGDEEKKTNLKKNFESYALYISRVLKSVRQDIGITLSI
SIMDSFVRDI FERTATEASSLARNYNKTT I TVKE IETATKLILKGDLNKHAVSEGQSAVK

Histone H3 Entamoeba histolytica (15 kDa)
MART GHIERPSNKSAKAVKNVAFKAAKKNL SKSTKKKRAHPGAVALTE IKVLORSTELL)

AQVSKSDLRRQSART SALQERAEAYLVGLFEDTNLCATHAKRITIMEK
DMQLARRIRGERT

Histone B4 Entamoeba histolytica (12.862 kDa)
MATDTGSGRGKGOKGVTLGKGSKGAKASKGGKRIRTKTQQUALKGI TKPATRRLARRGGVK
RINGAVYDETRNVLQFLEQVIRDSVTY TEHAKRRTVTAMDVVYALKRORTLYGYS|

is detected in the N-terminal tail on lysine 20
(H4K20) (Fig. 2a). This methylation mark is evolu-
tionarily conserved from yeast to human and exists in
three distinct states as mono-, di- and trimethylation.
Each of these states results in distinct biological out-
puts: Mono- (H4K20mel) and dimethylated H4K20
(H4K20me2) are involved in DNA replication and
DNA damage repair, whereas trimethylated H4K20
(H4K20me3) is a hallmark of silenced heterochro-
matic regions [16]. Because we are interested in iden-
tifying one heterochromatin marker in E. histolytica
we proceeded to determine the presence of this PTM
in the histone H4 of this parasite. Unexpectedly, no
signal was found in extracts from E. histolytica (Fig. 2b),
but there was a signal in the histones from Bos taurus.
This result suggests that the H4K20me3 epigenetic repres-
sive mark is likely not present in this parasite [17], because
this epigenetic mark is enriched in telomeric region in
eukaryotic cells and up to now the telomere in E. histo-
lytica has not been identified. In conclusion, taking
into account all of these data, we propose that the
amino-terminus of histone H4 of E. histolytica har-
bors epigenetic marks associated with transcriptional
activity, whereas no post-translational modification
previously associated with transcriptional repression
was identified.

In the E. histolytica nucleus the activation and
transcriptional repression marks converge

To determine if the previously identified lysine acetyl-
ation or mono-methylation of arginine 3 in histone H4
were located in different regions within the nucleus, im-
munofluorescence assays were performed using the pan-
acetyl histone H4 antibody. The results show that this
signal is present in all trophozoites, and when merged
with DAPI, we found that this signal was located in the
nucleus of all trophozoites (Fig. 3a). The amplification
(300x) of one trophozoite image revealed that the acety-
lated lysines of histone H4 were distributed throughout
the nucleus (Fig. 3a). Subsequently, an immunofluores-
cence assay was performed to determine whether each
of the lysines identified by the pan-acetyl antibody (K5,
K8, K12, and K16) was located in a specific region of the
nucleus, such that the observed signals corresponded to
the addition of each of the acetylated lysines. For this
immunofluorescence assay, an antibody that specifically
recognizes K12 of histone H4 was used. We again found
that the signal for the acetylated K12 of histone H4 is
present in all trophozoites. However, similar to the re-
sults obtained with the pan-acetyl H4 antibody, it was
located throughout the nucleus (Fig. 3a). To assess
whether the other epigenetic mark identified through
WB (the mono-methylation of arginine 3 of histone H4,
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Fig. 2 The N-terminal region of histone H4 from E. histolytica is
acetylated in lysines 5, 8, 12 and 16 and mono-methylated in arginine 3.
a Schematic representation of more common PTMs that occur at the
N-terminal region of histone H4 in eukaryotic cells. b The basic nuclear
proteins from E. histolytica were incubated with different antibodies. As

a positive control, a histone preparation of Bos taurus was also incubated
with the same antibodies

which has been shown to be associated with transcrip-
tional activation) was also distributed throughout the
nucleus or was included among the acetylated lysines,
IFA was performed (Fig. 3a). Once again, the signal
obtained with this antibody was present in all nuclei,
showing a distribution throughout the nucleus when ob-
served at a higher resolution (300x) (Fig. 3a). All of
these data suggest that activation marks (such as acetyl-
ation and/or methylation) present in this parasite are
distributed throughout the E. histolytica nucleus.
Because our WB assays with the anti-H4K20me3 anti-
body resulted in no signal, we were not able to use this
antibody to identify heterochromatin regions in this
parasite [17]. For this reason and considering that his-
tone methylation and DNA methylation are mechanisms
that act in concert and that the presence of DNA methy-
lation has previously been demonstrated in this parasite
[18], we decided to use an antibody that recognizes
methylated cytosines (anti-5-methyl cytosine) to indir-
ectly locate transcriptionally inactive regions in amoebas
(Fig. 3a). Our data indicated that this mark was present
in most trophozoites, and merging with DAPI showed
that it was also present in the nucleus. Unexpectedly,
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the amplification of some of these signals (300x) from
three independent experiments showed that the methyl-
ated DNA was distributed throughout the nucleus
(Fig. 3a). In order to establish if the euchromatin marks
(pan-acetyl histone H4) and DNA methylation marks
overlapped, IFAs were performed with anti-pan-acetyl
histone H4 and anti-5-methyl-cytosine histone H4 anti-
bodies. The results of the immunofluorescence analyses
indicated that the activation and transcriptional repres-
sion marks co-localize in E. histolytica (Fig. 3b).

The E. histolytica nucleus contains at least two types of
nuclear bodies
Studies aimed at determining how the nucleus is phys-
ically and functionally organized have revealed that it is
very organized and highly dynamic. A prominent fea-
ture of the nuclear landscape is its ability to harbor a
variety of discrete subnuclear organelles, collectively re-
ferred to as nuclear bodies. Nuclear bodies spatially
compartmentalize the nuclear environment and create
different sites where proteins and RNAs concentrate,
which streamlines biological processes such as replica-
tion, DNA repair and messenger RNA maturation [19].
To determine whether there are also nuclear bodies in
the E. histolytica nucleus, we employed antibodies against
two proteins specific to the nucleolus: fibrillarin (which
was kindly provided by Dr. Miguel Angel Vargas) and
nucleolin. Initially, nuclear E. histolytica trophozoite ex-
tracts were assessed via WB to validate the anti-fibrillarin
antibody. A protein of the expected size of approximately
35 kDa was identified (Fig. 4a). Based on these results, both
antibodies were used to perform IFAs. Figure 4b and ¢
show that the anti-nucleolin and anti-fibrillarin antibodies
produced three types of signals. One of the signal patterns,
identified in 50 of 100 parasite cells, showed fibrillarin and
nucleolin to be largely located at the periphery of the
nucleus. In 35 of the cells, the two proteins were instead
located at both poles of the nucleus, and in 15 of the cells,
the proteins were located at just one end of the nucleus
(Fig. 4b and c). For nucleolin, in addition to producing
three types of signals, as was observed for fibrillarin
(Fig. 4c), other signals could also be identified because this
protein is not only a constituent of the nucleolus in
eukaryotic organisms but also performs other functions in
the nucleus [20]. Therefore, IFAs were performed to deter-
mine if nucleolin and fibrillarin co-localize. The overlap of
the two proteins corroborated the existence of a nucleolus
not only at the periphery of the nucleus of Entamoeba
(Fig. 4d), but also in one or two poles of the nucleus, two
patterns not described previously (Fig. 4d) [21]. Finally, a
mouse anti-lamin Bl antibody was used to demonstrate
that the nucleolus is located at the nuclear periphery. Ini-
tially, we decided to determine whether the mouse anti-
lamin Bl antibody recognized a lamin-like protein in E.
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A representative image from three independent experiments is shown

Fig. 3 Nuclear localization of activation and repressive epigenetic marks in £. histolytica trophozoites. a Immunofluorescence assays with histone
modification antibodies. IFAs were carried out with antibodies against specific histone modifications associated with transcriptional activation

(H4 pan-acetylated, anti- H4K12ac, H4R3me1) and transcriptional repression (5-methyl-cytosine). Nuclei were stained with DAPI. The bar scale is
indicated in each image. b Double IFAs using anti-mouse 5-methyl-cytosine (green) and pan-acetylated anti-rabbit H4 (red). 5-Methyl-cytosine
signals were distributed in the nucleus and found to co-localize with anti-H4 pan-acetylated histone (yellow). The scale bar is given in each figure.

histolytica nuclear extracts via WB assays (Fig. 4e). The
mouse anti-lamin B1 antibody recognized a protein of ap-
proximately 78 kDa in the nuclear extracts of E. histolytica
(Fig. 4e). Thus, we proceeded to use this antibody in fur-
ther IFAs: the signal obtained with the anti-lamin B1 anti-
body was located across the entire surface of the nucleus,
and when superimposed on the image of nuclei stained
with DAPI, we could clearly distinguish the nucleus from
the cytoplasm (Fig. 4f). More importantly, the signal sug-
gested the existence of a lamin-B-like protein in the
amoeba. Finally, a co-localization assay was performed with
anti-lamin B1 and anti-fibrillarin, which revealed that the
two signals co-localized at the periphery of the E. histolytica
trophozoite nucleus (Fig. 4g). This finding confirmed that
the nucleolus shows the perinuclear localization in the
amoeba.

The E. histolytica nucleus contains at least two types of
nuclear bodies

To identify other common types of non-membranous
nuclear bodies that are present in many eukaryotic
organisms, such as speckles which are nuclear domains
enriched in pre-mRNA splicing factors, we decided to use
RNA processing proteins (PRPs), a type of organelle-
specific protein. The E. histolytica PRP6 protein was de-
scribed in 2000 by the group of Dr. Vargas Mejia, and we
employed the antibody obtained in that study to perform
WB assays and verify its functionality [22]. The anti-PRP6
antibody recognized a protein of the expected size of
approximately 105 kDa (Fig. 5a), as previously described
[22]. Thus, this antibody was used in further immuno-
fluorescence assays. The signal corresponding to anti-
PRP6 (speckled structures) was present in all trophozoite
nuclei. However, amplification of some of the obtained
images (300x) showed that this protein presented three
types of signals. One signal type occurred both within
the nucleus and at the periphery (40 %), the second sig-
nal type was observed only at the periphery (40 %), and
the third signal type was only present within the nu-
cleus (20 %), (Fig. 5b). To demonstrate that the signal
was effectively both inside and at the periphery of the
nucleus, but not in the cytoplasm, another immuno-
fluorescence assay was performed using the anti-PRP6
and anti-lamin B1 antibodies. The result indicated that
the PRP6 signal was both within the nucleus and at its
periphery (Fig. 5c¢).

Lastly, to establish whether the nucleolus and speckles
occupied different locations within the nucleus, IFAs
using the anti-PRP6 and anti-nucleolin antibodies were
performed. Figure 5d shows that PRP6 and nucleolin oc-
cupied a different site within the nucleus only when
PRP6 was located inside the nucleus (Fig. 5f). However,
when PRP6 was located in the nuclear periphery and
also in the nucleus (Fig. 5d) or only in the nuclear per-
iphery Fig. 5e), it co-localized with nucleolin. Taking
these data together, we can suggest that there are at least
two dynamic nuclear bodies in the E. histolytica nucleus:
the nucleolus and speckles.

Discussion

To complete its life cycle, E. histolytica must differenti-
ate into a mobile and invasive form, the trophozoite, and
an infectious form, the cyst. During its differentiation
process, the parasite must regulate genes in a phase-
specific manner to allow it to complete its life cycle.
However, the molecular mechanisms that regulate E. /is-
tolytica gene expression have been poorly studied. Tran-
scription has been shown to represent a significant
control point in higher eukaryotes, where chromatin is
involved in the regulation of gene expression [23]. Ex-
perimental evidence indicates that chromatin may also
regulate gene expression in E. histolytica, as it has been
demonstrated that E. histolytica DNA is organized into
chromatin and that the nucleosome (the fundamental
unit of chromatin) consists of four canonical histone
dimers. In addition, E. histolytica produces proteins that
acetylate, deacetylate and methylate histones [6, 8, 24],
which are responsible for chromatin structure modifica-
tions. Post-translational modifications of histones and
DNA methylation are two of the epigenetic mechanisms
that have been best studied in eukaryotic organisms.
Both mechanisms have already been described in E.
histolytica. However, the residues of histones H3 or H4
upon which these post-translational modifications
occur as well as their localization in the nucleus of this
parasite are unknown. To answer these questions, a
crude preparation of histones from this parasite was ob-
tained, but despite using protocols and resins previously
employed in other eukaryotes and other parasites, a pure
preparation of histones that would allow us to perform
mass spectrometry assays and to identify post-translational
modifications of amoeba histones could not be recovered.
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Fig. 4 The nucleolus is a nuclear body located at the nuclear periphery of E. histolytica. a Anti-fibrillarin antibody was incubated with nuclear
extract from E. histolytica. A protein of approximately 35 kDa was identified. b Indirect Immunofluorescence assays (IFAs) were performed using
anti-fibrillarin antibody (green), and the nuclei were stained with DAPI (blue). Three different signal patterns were obtained with this antibody. In
the first, the nucleus was found to be located in the periphery of the nucleus. In the second, the fibrillarin was located to one side of the nucleus,
while in the third, the fibrillarin was found in two poles of the nucleus. Representative IFAs of the three types of signals are shown. ¢ IFA analysis
of nucleolin. The nucleolin antibody displays three different patterns: in the majority of trophozoites (50 %), the nucleolin is present at the nuclear
periphery. In other images (35 %), the nucleolin is present at one pole of the nucleus. Finally, in the remaining trophozoites, the nucleolin is located on 2
sides of the nucleus (15 %). The nucleus was detected by DAPI staining (blue). The scale bar is indicated in each image. d Dual-color IFA with anti-mouse
fibrillarin (green) and anti-rabbit nucleolin (red). Fibrillarin and nucleolin co-localize in the nucleus of E. histolytica in the three types of signals
(vellow). @ Western blot assay. Anti-lamin B1 antibody was incubated with nuclear extracts from E. histolytica and recognized a protein of approximately
78 kDa. f IFAs were carried out with antibodies against lamin B1. The nuclei were stained with DAPI (blue). The IFA showed that lamin is located around
the nucleus in E. histolytica. g Fibrillarin (red) and anti-lamin B1 (green) co-localize (yellow) at the nuclear periphery in E. histolytica only when the fibrillarin

is present around the nucleus. The scale bar is indicated in each figure. A representative image of three independent experiments is shown

We believe that the differences in the isoelectric point of
the Entamoeba histones (as they are less basic, according to
the Compute Pi/Mw tool program) compared with those of
humans could have interfered with the purification of the
E. histolytica histones. Another unexpected result was that
only peptides corresponding to the 4 canonical histones
were identified through the mass spectrometry analysis of
the crude preparation of E. histolytica histones, and no
histone variants were identified. In addition, an in silico
analysis of the data bank for this parasite did not return any
results. Thus, it is necessary to establish an improved meth-
odology for purifying the histones of this parasite, which
would allow not only the identification of post-translational
modifications occurring at the terminal ends of Entamoeba
histones but also the enrichment of histone variants from
this parasite (if any exist). If no such variants are found, it
would indicate that E. histolytica only exhibits canonical
histones. This contrasts with previous reports on other
parasites, such as Plasmodium falciparum and Trypano-
soma brucei, in which histone variants have been identified
(e.g, H.3.3, CenH3, H2AZ and histone H2AX) and their
role in regulating gene expression subsequently demon-
strated [15, 25—28].

Interestingly, in this study, we found that when the
insertions present at the amino-terminus of histone H4
of E. histolytica were removed, this histone was virtually
identical (81 %) to that of Saccharomyces cerevisiae.
Considering that this histone exhibits lysine residues at
positions 5, 8, 12 and 16 that can be acetylated [13], we
decided to use a pan-acetyl antibody. This demonstrated
for the first time that the amino-terminus of histone H4
is acetylated at lysines 5, 8, 12 and 16 and monomethy-
lated at arginine 3. In contrast, commercial antibodies
recognizing tri-methylated lysine 20 failed to identify
this mark. However, the absence of this PTM could be
due to the enrichment of H4K20me3 in telomeric hetero-
chromatin [29, 30]. The fact that E. histolytica chromo-
somes are circular and linear and that telomeric sequences
have not been identified in the linear chromosomes could
explain the absence of this epigenetic mark.

In this study, the nuclear localization of the identified epi-
genetic marks was also determined. The obtained data on
the E. histolytica marks suggest that the activation and
repression signals converge. This finding is in contrast to
previous descriptions in many organisms, from yeast to
humans, as well as in two of the best-studied parasites, P.
falciparum and T. brucei, and suggests that there is no
compartmentalization in the nucleus of E. histolytica. This
finding is very interesting because in the case of P. falcip-
arum, it has been reported that the nucleus is compartmen-
talized into a central region rich in epigenetic marks
associated with transcriptional activation (H3K4me3 and
pan-acetyl histone H4), a perinuclear repression center
region enriched in marks of repression such as H3K9me3
and histone deacetylase PfSir2, and the site of expression of
var genes and the nucleolus [31, 32]. A similar situation has
been established in T. brucei, which also exhibits a com-
partmentalized nucleus [33]. This compartmentalization is
involved in regulating the expression of genes involved in
antigenic variation, as observed in P. falciparum; these
genes are VSG for T. brucei and PEEMP-1 for P. falciparum.
Thus, if these data are corroborated, the nuclear architec-
ture may not function as another epigenetic mechanism
that regulates gene expression in E. histolytica. This
could be because E. histolytica diverged very early and
nuclear compartmentalization may have arisen later as
parasite life cycles became more complex, requiring
more finely regulated expression of their genes in a
host, organ-specific manner.

Another interesting finding involved the identifica-
tion of a possible lamin Bl in E. histolytica. Lamin
plays important roles in many nuclear processes, includ-
ing transcription, DNA replication, cell cycle control and
DNA repair [23]. For quite some time, it was believed
that lamin was an exclusive metazoan compartment.
However, a protein similar to lamin, designated Nup-1,
was recently identified in 7. brucei [34], E. invadens,
Gregarina melanopli, Euglena gracilis, Giardia and
Trichomonas, indicating that lamin is not exclusive to
metazoans [35]. Thus, the 78 kDa protein identified in E.
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at the nuclear periphery in one or both poles of the nucleus

Fig. 5 Nucleolus and speckles are present in the nucleus of £. histolytica. a Western blot analysis of nuclear extracts from E. histolytica with anti-PRP6
antibody. b IFA analysis of PRP6 (green) is observed as a punctuated pattern. The nucleus was detected by DAPI (blue) staining. Anti-PRP6 antibodies give
three different signals. In the first, PRP6 is located in the nuclear periphery and also in the nucleus (40 % of trophozoites). The second signal is found in

the nuclear periphery (40 %), and the last signal is distributed only into the nucleus (20 %). The scale bar is indicated in each image. ¢ IFAs were carried
out with antibodies against lamin B1 (red) and PRP6 (green). The nuclei were stained with DAPI (blue). Co-localization signals (yellow) indicate that the PRP6
signal is located inside and around the nucleus (300x). d Dual color IFA with anti-mouse PRP6 (green) and anti-rabbit nucleolin (red). The PRP6 signal (green)
is present around and inside the nucleus. The nucleolin signal is found at the nuclear periphery but also in one or both poles of the nucleus.
The PRP6 and nucleolin signals co-localized only when PRP6 is distributed around the nucleus (yellow). e The PRP6 signal (green) is located
mainly at the nuclear periphery and co-localized with nucleolin (red) when it is distributed around the nucleus or in one or both poles of the
nucleus (yellow). f The PRP6 signal (green) is found inside the nucleus and is not co-localized with the nucleolin (red) signal when it is situated

histolytica in this study that might be lamin-like may
also be involved in regulating gene expression by inter-
acting with chromatin, as reported in eukaryotes and T.
brucei. Therefore, the development of parasites in which
this protein is knocked down will be necessary to allow us
to elucidate their participation in genome organization
and, thus, in regulating gene expression in E. histolytica.
Additionally, techniques such as chromatin conform-
ation capture (3C) must be implemented to map the
contact between chromatin and this lamin B-like protein.
In this study, two functionally distinct types of nuclear
bodies were also visualized: the nucleolus and speckles.
The presence of a nucleolus was previously demon-
strated at the nuclear periphery in E. histolytica [21]. In
the present study, two signals, plus one signal located at
one end of the nucleus and another located at both ends
of the nucleus, were identified. Cell cycle-dependent dy-
namic organization of the nucleolus has been demon-
strated in P. falciparum, in which the rDNA is located at
one end of the nucleus during the ring stage. However,
during the replication stages, the rDNA disintegrates
into individual units and is observed as multiple foci in
the nucleolus. This demonstrates that rDNA clustering
is cell cycle-dependent [36]. Thus, we propose that the
nucleolus of E. histolytica is also a highly dynamic cell-
and cycle-dependent type of nuclear body. Speckles are
another highly conserved type of nuclear body. In
eukaryotic organisms, speckles are subnuclear structures
that act as compartments that can provide splicing fac-
tors to active transcription sites, which are observed in
the nucleus as irregular dotted structures that vary in
size and shape [37]. Considering that speckles are highly
conserved nuclear bodies, we decided to determine
whether speckles might be present in the nucleus of Ent-
amoeba, as it was previously found that E. histolytica
has 3000 introns among 9938 identified genes [38]. In
addition, some of the factors that constitute the spliceo-
some of this parasite have been recently reported [39].
These results suggest the existence of this nuclear body,
which could provide the splicing factors needed to
remove introns from E. histolytica mRNA. We are
currently attempting to demonstrate the relationship

between this nuclear body and the RNA pol II transcrip-
tion machinery using 5-bromouridine 5-triphosphate
(BrUTP) incorporation assays. Finally co-localization
assays between nucleolin and PRP6 indicate that when
PRP6 is inside the nucleus, it is not co-localized with
nucleolin (nucleolus). However, when the PRP6 signal is
located in the nuclear periphery or in a pole of the
nucleus, both proteins co-localize. These results suggest
that while the nucleolus and speckles identified through
these proteins are two nuclear bodies, the proteins that
constituted both nuclear bodies are highly dynamic and
may follow specific pathways between different nuclear
bodies prior to activation. Indeed, recent experimental evi-
dence suggests that specific proteins of an organelle may
not only reside in the nuclear body in which they work
but also travel between different nuclear bodies [40, 41].

Conclusions

In this work, we demonstrated for first time that lysines
5,8, 12 and 16 of E. histolytica histone H4 are acetylated
and that arginine 3 is monomethylated. The location of
these marks in the nucleus of this parasite suggest (but
are not conclusive), that unlike other protozoans and eu-
karyotes, the activation and repression marks co-
localized. Finally, the presence of at least two types of
nuclear bodies, nucleolus and speckles, was demon-
strated. Thus, this study provides new tools that
can be used in various tests, such as chromatin-
immunoprecipitation (ChIP), to determine which genes
are regulated by pan-acetyl histone H4 and to study the
role of lamin in processes such as replication, cell division
and the organization of chromatin via 3C assays. The
challenge is now to understand how these epigenetic
marks affect chromatin and how the nuclear bodies work
together to regulate gene expression in this parasite.

Additional file

Additional file 1: Figure S1. The N-terminal region of histone H4 of E.
histolytica is conserved among different eukaryotic cells. A) Alignment of
the N-terminal region of histone H4 from E. histolytica (Eh), P. falciparum

(Pf), Saccharomyces cerevisiae (Sc), Drosophila melanogaster (Dm), and
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Homo sapiens (Hs). (*). Identical residues; () compensatory changes. Three
insertions present in the N-terminal region of histone H4 of E. histolytica
are indicated in red letters. B) Elimination of the three insertions present
in the N-terminal region of histone H4 of Eh (indicated by lines) generates a
highly conserved N-terminal region among Eh, Pf, Sc, Dm and Hs. Alignment
of the H4 N-terminal region of Eh, Pf, Sc, Dm and Hs with H4 pan-acetylated
peptide from Tetrahymena thermophiles and a H4 arginine 3 mono-
methylated peptide are shown. Rectangle indicated the most conserved
residues identified for both peptides. Lysines and arginine amino acids
susceptible to be acetylated are indicated in bold. (DOCX 27 kb)
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